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第 1 章 
 
本研究の背景 
  
2 
 
1.1. 抗菌薬と耐性菌 
 
 近代医学史上もっとも偉大な革命といえば、間違いなくそのひとつに数えられるのが抗菌薬の発
見であろう。ペスト、チフス、コレラ、破傷風などの感染症が蔓延した時代、抗菌薬は戦後の人類
の復興を支えてきたと言っても過言ではない。世界で初めて発見された抗菌薬は、1928 年アレクサ
ンダー・フレミングによるアオカビ由来のペニシリンである 1。それ以前は、一部の合成抗菌薬、
および石炭酸や鼻汁中のリゾチームに消毒・殺菌作用があることが知られてはいたが、人体への悪
影響や高病原菌には作用しないなど予防的効果に過ぎず、化膿してしまった傷口を治療できるペニ
シリンはまさに、「奇跡の薬」や「魔法の弾丸」などと称された 2。ペニシリンは、細菌の細胞壁主
成分であるペプチドグリカンの合成に関与する酵素を選択的に阻害することで、菌の増殖のみを抑
えることができた 3。このように、人体にはほとんど影響を与えず、細菌のみを攻撃できることが、
ペニシリンをはじめ、その後の抗菌薬が爆発的にヒットした大きな理由であり、今現在でも抗菌薬
がなければ、感染症の治療は難しく重症化しやすくなり、死に至るケースもあると考えられる。 
 その後ペニシリンは、ハワード・フローリー、エルンスト・チェインによって高濃度精製され、
1943年 (出典により諸説あり)に上市された後は、第二次世界大戦で傷ついた多くの兵士を救った。
フレミング、フローリー、チェインはその功績が認められ、1945 年ノーベル医学生理学賞を受賞し、
抗菌薬という武器を得た人類の未来は明るいものであるように思われた。しかしながら、Fig. 1-1
は、ペニシリン以降発売された代表的な抗菌薬と、それらに耐性を示す細菌の出現の歴史を年表で
表したものである。 
 
 
 
Fig. 1-1 Relationship between antibiotic development and appearance of resistant bacteria
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これによると、フレミングがペニシリン (赤枠)を発見してから 12 年後の 1940 年、ペニシリンに耐
性を示すブドウ球菌が既に発見されている。さらに発売から 22 年経過した 1965 年には、ペニシリ
ン耐性肺炎球菌が認められた。また例えば、1967 年に発売されたゲンタマイシン (青枠)に関して
も、12 年後の 1979 年にゲンタマイシン耐性腸球菌が発見され、近年 MRSA 感染症の最終兵器と呼
ばれたリネゾリド (緑枠)に関しては、2000 年の発売からわずか 1 年後に、リネゾリド耐性ブドウ
球菌が出現した。このように、抗菌薬の開発と耐性菌の出現はイタチごっこの関係にあり、戦後の
めざましい抗菌薬開発の裏には、常に薬剤耐性との戦いの歴史が存在したことを強く示している。
そしてそれは今現在でも、世界的規模の社会問題として人類の脅威となっているのである。 
 
1.2. 薬剤耐性のメカニズム 
 
 耐性菌と言っても、諸外国に比べて本邦では、まだまだその脅威は身近ではない。そこで、米国
における耐性菌の年間推定患者数と死亡者数を Table 1-1 に示す 4。これによると、耐性菌による感
染症が原因で年間 2 万人以上が死亡しているとの推定結果が報告されており、抗菌薬が効かないと
いうことの恐ろしさを感じることができる。今後これらの耐性菌を渡航者らが持ち込む可能性も十
分考えられ、遠い海外での出来事と楽観視することはできない。 
 
Table 1-1 Estimated annual number of patients and deaths of various resistant bacteria in the United States 
Resistant bacteria 
The estimated number of 
patients 
The estimated number of 
deaths 
MRSA 80,000 11,000 
Resistant pneumococcus 1,200,000 7,000 
ESBL producing bacteria 26,000 1,700 
VRE 20,000 1,300 
CRE 9,300 610 
Multidrug-resistant Acinetobactor 7,300 500 
MDRP 6,700 440 
MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus 
ESBL: Extended spectrum β-lactamases 
VRE: Vancomycin-resistant enterococci 
CRE: Carbapenem-resistant enterobacteriaceae 
MDRP: Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa 
 
 
そもそもなぜ耐性菌が出現するのだろうか。薬剤耐性化のメカニズムは様々報告されているが、
おもに内因性と外因性に大別される 5。前者は、細菌が本来保有している内在性の遺伝子による耐
性、一方で後者は、外部からの耐性遺伝子の獲得と言い換えることができる。また、これらは細菌
自身による防衛反応であるのに対し、人為的に耐性を誘導してしまうケースが社会問題と化してい
る。以下に各耐性機構の詳細を示す。 
 
1.2.1. 細菌自身による防衛反応 
 
1.2.1.1. 薬剤の不活化 6 
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 細菌自身が薬剤を化学的に修飾や分解する酵素 (主にペニシリナーゼ、β-ラクタマーゼなど)を作
り出すことで、細菌が耐性を獲得する (Fig. 1-2 ①)。 
 
1.2.1.2. 作用点の変異 
 
 一般的に薬は、細菌の特定の部位に特異的に作用することが知られているが、その標的とする細
菌の部位の構造を変化することで薬剤は攻撃できなくなり、効果は得られなくなる (Fig. 1-2 ②)。 
 
1.2.1.3. 薬剤の排出 
 
 菌体内に浸透した抗菌剤や殺菌物質は、ATP を使った能動輸送ポンプによって体外に排出される 
(Fig. 1-2 ③)。 
 
1.2.1.4. 透過性の低下 7 
 
 細胞外膜には、外部から栄養素を取り込むポーリンと呼ばれる孔が存在するが、耐性菌はこの外
膜を変化させてポーリンの数を減らし、抗菌薬が菌体内に浸透するのを阻害する (Fig. 1-2 ④)。 
 
1.2.1.5. バイオフィルムの形成 8 
 
 ブドウ球菌などの細菌が産生する多糖類と生体内のフィブリンなどが反応してマトリックスを
形成し、バイオフィルムと呼ばれる細菌の巣またはバリアのようなものが構築される。バイオフィ
ルムは、すべての抗菌薬の作用や宿主の免疫機構に耐性を示し無効化する (Fig. 1-2 ⑤)。 
 
1.2.1.6. 獲得性 (外因性)の耐性機構 9 
 
 耐性菌の耐性遺伝子が、耐性を持たない細菌に接合やファージによって導入され、耐性を獲得す
る。このような耐性の伝達を繰り返すことで変異が起こりやすく、膨大な種類の耐性菌が発生する
危険性がある。 
 
 
 
Fig. 1-2 Schematic illustration of the drug resistance mechanism
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1.2.2. 人為的な耐性の誘導 
 
 2016 年の G7 伊勢志摩サミットにおいて「薬剤耐性対策」が協議された。この中で、日本が策定
した「薬剤耐性対策アクションプラン 2016-2020」において、「抗菌薬の使用量を 2013 年水準の 3
分の 2 に減らす」ことが成果指標の一つとして掲げられた 11。薬が効かずに生き延びる細菌が問題
視されている中で、抗菌薬の効果を上げるために使用量を増やすのではなく、減らすとはどういう
ことを意味するのだろうか。その背景には、「抗菌薬の適正使用」という考え方があり、低濃度投
与、投与の中断、長期投与がいずれも不適切な使用、乱用と見なされている。 
 上記セクション 1.2.1 で述べたように、耐性菌はあらゆる防衛反応を行うためにそのエネルギー
を消費しなければならない。したがって、様々な菌種がバランスを保って存在し合うとき、それら
耐性遺伝子を持った菌群は、比較的細々と生きているマイノリティーである。しかしながら、もし
そこに中途半端な抗菌薬投与が行われた場合、感受性菌は駆逐されるものの、耐性菌は生き残ると
いう事態が発生する (Fig. 1-3)12。これを、「選択圧 (Antibiotic pressure)がかかる」と呼び、また同時
に、駆逐された感受性菌のスペース、つまり、耐性菌が増殖するスペースを、不十分な抗菌薬投与
によって人為的に作ってしまったことを意味する。さらに負の連鎖は続き、効果が得られないとい
う判断で別の抗菌薬を同様に投与してしまうと、その抗菌薬に対する耐性菌もまた勢力を増してく
るであろう。これらの行為を繰り返すことで、終にはあらゆる抗菌薬が効かない多剤耐性菌に支配
された身体が完成してしまい、その予後は想像に難くない。 
 また、上記で述べたアクションプラン「使用量を減らす」に関しては、馴化を避けるために 1 種
類の薬剤を長期投与すべきではないことも意味しており、1 回の投与量を減らすことではない。一
般的には、複数の薬剤を短期間分散投与するのが理想とされているが、具体的な取り組みに関して
は、セクション 1.4 で述べる。 
 
 
 
 
Fig. 1-3 Schematic illustration of antibiotic pressure and increase of resistant bacteria 
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1.3. 薬剤投与の理想と現実とフレミングの予言 
 
Fig. 1-4A は、ドラッグリリースの分野において理想的とされる徐放曲線モデルで、0 次放出を表
している。初期バーストの後に最高血中濃度に到達し、その後一定の薬剤放出が期待されるが、こ
のとき、薬剤放出を最小有効濃度  (Minimum Effective Concentration; MEC)と最小中毒濃度 
(Minimum Toxic Concentration; MTC)の間の有効域で維持することが望まれる 13。しかしながら、Fig. 
1-4B に示したように、薬剤耐性化を防ぐという観点から言えば、MEC は感受性菌の最小発育阻止
濃度 (Minimum Inhibitory Concentration; MIC)に相当し、これと MTC との間に耐性菌の MIC が存在
する。この感受性菌および耐性菌それぞれの MIC の間の領域は、Mutant Selection Window (MSW)
と呼ばれ、耐性菌が極めて増殖しやすい薬剤濃度領域となる 14。つまり、薬剤耐性化を防ぎ、同時
に薬効を最大限に引き出すためには、0 次放出は、MTC と耐性菌の MIC の間で維持することが求
められる。また現実世界では、0 次放出を維持することは難しい場合が多く (Fig. 1-4B-a)、血中濃
度または徐放曲線は時間と共に減衰する。この場合、MSW 領域に長期間留まることは耐性菌を増
殖させる危険性があるため (Fig. 1-4B-b)、追加での投与、もしくは減衰するならば、MSW 領域は
むしろ迅速に通過して減衰する方が理想的であると考えられる (Fig. 1-4B-c)。 
 
 
 
Fig. 1-4 Ideal drug release and blood level models 
 
 
ペニシリンの発見者・フレミングは、1945 年ノーベル医学生理学賞の受賞講演の中で、次のよう
に述べている 11。 
 
「ペニシリンが商店で誰でも買うことができる時代が来るかもしれない。そのとき、無知な人が必
要量以下の用量で内服して、体内の微生物に非致死量の薬剤を曝露させることで、薬剤耐性菌を生
み出してしまう恐れがある。」 
 
耐性菌は古来の洞窟や永久凍土からも発見されており 15,16、その存在自体は知られていたが、人類
の脅威として考えられるようになったのはもちろんペニシリン以降の話であり、フレミングがその
耐性化機構を既に把握していたかは不明だが、その予言が的中していたことは上述した通りである。 
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1.4. 耐性菌等難治性感染対策 
 
1.4.1. 新薬開発 
 
耐性菌に対して新薬で対抗するという選択肢はないのだろうか。Fig. 1-5 が示すように、日本の
みならず世界的に新規抗菌薬開発は縮小傾向にある。新薬開発には莫大な時間とコストがかかる反
面、すぐに耐性化してしまう危険性があり、また抗がん剤や慢性疾患と比較して投与期間が短いな
どの背景から、製薬企業にとっては採算が合わず、新規抗菌薬開発から撤退するケースが多いこと
などが理由として挙げられる。官民連携した新薬開発も課題のひとつではあろうが、打開策として
はやはりその適切な使い方や投与方法にあると考えられる。 
 
 
Fig. 1-5 Number of items in antibiotic development in Japan
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1.4.2. 投与方法 (抗菌薬ローテーション) 
 
投与方法に関しては、これまでの経緯を踏まえれば、偏りのない抗菌薬使用  (antibiotic 
heterogeneity)、つまり、「抗菌薬ローテーション」という考え方が提唱されるのは必然といえる。抗
菌薬ローテーションという名称からして、抗菌薬の耐性化防止に特化した理論である。抗菌薬に限
らず抗がん剤でも何でも、薬剤は多かれ少なかれ耐性化する可能性と危険性を秘めている。しかし
ながら、抗菌薬に限ってこのような理論が存在するのは、耐性化した際のリスクの大きさが関係し
ていると考えられる。例えばある抗菌薬が耐性化して効果がなくなった場合、他の患者に感染し、
最悪の場合複数人が亡くなる可能性もある。また、院内感染などに拡大すれば病院の評判は急落し
てしまうことなどから、他の薬剤とは一線を画した特殊な対策が講じられるのではないかと考えら
れる。その抗菌薬ローテーションには、一定期間毎に使用する抗菌薬を変更するサイクリング療法
と、患者毎に抗菌薬を変更するミキシング療法が含まれ (Fig. 1-6)、2001 年に Raymond らが報告し
て以来 18、盛んに議論されるようになった。一定の成果が得られたとする報告も散見されるが 19、
抗菌薬を変更するのは逆に耐性菌を誘発するのでは、という批判的な見解もあるなど、効果の明確
な結論は得られていない。 
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Fig. 1-6 Schematic illustration of antibiotic rotation including cycling therapy and mixing therapy 
 
 
1.4.3. 多剤併用療法という試み 
 
 頼みの綱である抗菌薬は耐性化し、新薬開発も縮小傾向という時代背景からしばしば行われるの
が、多剤併用療法である。多剤併用療法とは、作用機序の異なる複数の薬剤を同時もしくは時間差
で作用させる治療法で、抗菌薬のみならず抗がん剤や様々な薬剤で効果があると報告されている。
多剤併用療法の意義は、一般に大きく分けて 2 つあり、単剤では十分な薬効が得られない場合の相
乗効果 (シナジー)や、逆に副作用が強く出る場合などに、用量を減らして感受性を拡大させるなど
の効果が期待される (Fig. 1-7)。 
 
 
 
Fig. 1-7 Schematic illustration of significance of multidrug therapy 
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1.4.4. ドラッグデリバリーシステム (DDS) 
 
 DDS とは、薬物を必要な時に、必要な場所に、必要な量作用させることを基本コンセプトとした
薬剤投与方法で、患部までの輸送および患部での徐放を制御することを目的としている。このよう
な投与方法を用いることで、特に局所投与できる場合は、肝臓など解毒作用のある臓器を通過する
ことなく、また副作用の原因ともなる血中への移行も抑えながら、疾患部位に薬剤を高濃度で直接
作用させることができる。DDS の実現には、薬剤を担持して血中を移動することが出来る、またそ
れを放出することができる医療材料の設計がキーファクターとなる。これまで数多くの DDS 材料
が報告されてきたが、例えばアムビゾーム (大日本住友製薬)は抗菌薬アンホテリシン B を、ドキ
シル (ヤンセンファーマ)は抗がん剤ドキソルビシンを、それぞれリポソームと呼ばれるリン脂質
二重膜に内包したナノカプセルで (Fig. 1-8)、本邦で上市されたDDS製剤の代表選手といえる 20,21。
しかしながら、このように一見理想的とも思える DDS 製剤であるが、諸外国と比較してその国内
認可は著しく遅れを取っており、前述のアムビゾームでは 16 年、ドキシルでは 12 年を要した 20。
その背景には、文化、環境、法律の違いにより欧米の新薬の導入が遅れるという、いわゆるドラッ
グ・ラグの社会問題があると指摘されている 20。一方で、医療材料の設計がキーファクターと述べ
たが、例えばその医療材料メーカーが薬剤活性を付与した製品を開発したとき、その製品のカテゴ
リーは医薬品と見なされる場合もあり、それにより臨床治験や認可のハードルが極めて高くなるた
め、開発を遅らせる原因の一つになっていると考えられる。今後、DDS 製剤開発企業にとって追い
風となる環境が整備されていくのか、注目されるところである。 
 
 
 
 
 
 
 
1.4.5. コンビネーションプロダクト 
 
 DDS を広義に捉えれば、コンビネーションプロダクトというカテゴリーが浮かび上がってくる。
コンビネーションプロダクトとは、医薬品や医療機器および生物学的製剤等を組み合わせた、診断
もしくは治療を目的とした製品である。長期的もしくは恒久的に体内に挿入して使用される医療機
器は感染症の原因となり得る、という基本的背景から、医薬品との併用もしくは複合化などの形態
は極めて合理的と考えられ、移植型 DDS としての趣も有する。Fig. 1-9 は、コンビネーションプロ
ダクトの世界市場の推移である 23。2012 年から 2017 年にかけての年平均成長率は約 10%を示して
おり、日本の医療機器市場全体の成長率が近年 5%以下であることを加味すれば 24、極めてニーズ
の高い分野であり、今後も同様な伸びを示すと考えられている。 
Fig. 1-8 Schematic illustration of liposome. Hydrophilic drugs and lipophilic drugs can be 
contained in interior phase of liposome and liposomal membrane, respectively
22
. 
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Fig. 1-9 Global markets for drug-device combinations 
 
 
 
1.5. 本論文の主題と構成 
 
1.5.1. 本論文の主題 
 
超高齢化社会を前に、例えば整形外科領域におけるコンビネーションプロダクトに目を向けてみ
ると、米国で流通している骨セメントの約 75%には抗菌薬が内包されている 23。この傾向は、今後
日本をはじめとする諸外国にも波及していくと考えられるが、薬剤と医療機器が併用されることに
より、それぞれ単独使用では見られなかった相互作用が発生する可能性もあり、さらに材料の複合
化、多剤内包と系が複雑になればなるほど、考慮しなければならない事象は増えると考えられる。
本研究では、無機、有機、無機－有機複合体のカテゴリーに分けて、それぞれの材料を用いた薬物
放出や、そこに発生する相互作用を分析し、効果的な材料設計における留意点を提案することを目
的とする。 
 
1.5.2. 本論文の構成 
 
本学位研究の背景 (本章)に続き、以降の構成を Table 1-2 に示す。第 2 章では、無機材料を用い
た薬物放出として、リン酸カルシウム骨ペーストを取り上げ、抗菌薬バンコマイシン、ゲンタマイ
シンを内包した際の薬物放出、および相互作用を検証する。第 3 章では、有機材料を用いた薬物放
出として、ポリカプロラクトン (PCL)を取り上げ、スマートフィルムを合成する。「スマート」で
ある所以、PCL に着目した意義などを解説し、また、抗がん剤パクリタキセル (PTX)、カルボプラ
チン (CBDCA)を内包した際の薬物放出、および相互作用を検証する。第 4 章では、無機－有機複
合体を用いた薬物放出として、磁性ナノ粒子－PCL 複合化フィルムを作製し、PTX、CBDCA を内
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包した際の薬物放出、および相互作用を検証する。最後に第 5 章では、結言として前章までに検証
した各種相互作用をまとめ、その原因と、コンビネーション化学療法を効果的に制御する方法を提
言する。 
 
 
Table 1-2 Guidelines for this study indicating the materials and drugs used in each chapter 
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第 2 章 
 
無機材料を用いた薬物放出 
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2.1. 諸言 
 
 本章では、無機材料を用いた薬物放出としてリン酸カルシウム骨ペーストを取り上げ、その薬物
放出や相互作用を検証する。 
 
2.1.1. リン酸カルシウム骨ペースト (CPC) 
 
CPC とは、α 型リン酸三カルシウム (α-TCP)を主成分とする粉剤と、水系の専用液剤を練和して
ペースト状にすることで、複雑な骨欠損部にも隙間なく補填出来ることを特徴とするペースト状人
工骨である (Fig. 2-1)1。補填後はハイドロキシアパタイトに転化しながら硬化し、24 時間で 80 MPa
以上の強度を発現する。また反応による発熱がほとんど認められず、優れた骨伝導性と生体適合性
を示すため、整形外科のみならず、脳神経外科や形成外科など幅広い分野における固定補助や間隙
の充填などの目的で使用されている。 
 
 
 
 
 
 
 
2.1.2. 抗菌薬との併用 
 
整形外科領域の術後感染は、入院期間の延長、四肢の切断、高齢者では死亡率が上昇するなど深
刻化する場合が多く、その発生率は部位により異なるが、整形外科手術では 0.5-3.0%3-5、脳神経外
科手術では 11-34%にも昇ると言われている 6,7。術後感染治療は従来、広範囲デブリドメント、抗
菌薬の全身投与、ポリメチルメタクリレート (PMMA)セメントを用いた抗菌薬の局所投与が行われ
てきた。しかしながら近年、CPC が PMMA セメントと比較して、抗菌薬の放出を高濃度かつ長期
間維持することができると報告された 8,9。さらに生体適合性や、反応熱の影響が極めて小さいこと
から、PMMA セメントよりも併用できる抗菌薬の制限が少なく、今現在でも標準治療としては採用
されてはいないものの、医師の裁量による良好な臨床成績が数多く報告されている 10,11。 
 
Fig. 2-1 (A) Powder and dedicated solvent constituting CPC, (B) CPC paste before 
implantation, and (C) X-ray image of the knee joint after implantation
2
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2.1.3. 多剤内包 CPC 
 
Table 2-1 は、2017 年における整形外科手術手技別の術後感染症の発生件数、同じく Fig. 2-2 は、
それらの原因となった主要 3 菌種の件数を示している 12。整形外科領域における術後感染の原因菌
としては黄色ブドウ球菌 (Staphylococcus aureus)がもっとも多いが、その内ほぼ半数の赤色で示し
たのが、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 (MRSA)と呼ばれる耐性菌で、難治性の感染症や院内感染
を引き起こす場合もある。MRSA 骨髄炎の治療における抗菌薬投与は、そのバイオフィルムを破壊
するための高濃度初期バーストと、一般的な骨髄炎よりも長期 (6 週以上)に渡る持続作用、複数の
抗菌薬の併用などが必要とされている 13,14。そのため、CPC に多剤内包させて相乗効果を図ること
は有効な手段の一つと考えられるが、これまでに、2 種類以上の抗菌薬を内包した CPC からの放出
挙動は検証されたことがなかった。そこで、CPC に抗菌薬バンコマイシン (VCM)、及びゲンタマ
イシン (GM)を内包させ、それぞれの放出挙動を in vitro で評価することを試みた。 
 
Table 2-1 Number and incidence of surgical site infections (SSI) in 2017 
 
   AMP: 四肢切断術  FUSN: 脊椎固定術 
   FX: 骨折の観血的整復術 HPRO: 人工股関節 
   KPRO: 人工膝関節  LAM: 椎弓切除術 
   RFUSN: 脊椎再固定術      
 
 
 
 
 
Fig. 2-2 Number of bacteria which caused SSI in 2017. The red area of the 
Staphylococcus aureus group shows MRSA. 
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2.2. 実験 15 
 
2.2.1. 試薬 
 
 本章で使用した試薬および装置のリストを下記に示す。 
 
Table 2-2 Reagent list used in this section 
Reagent Abbreviation Company Location 
BIOPEX
®
-R Advance CPC HOYA Technosurgical 
Corporation 
Tokyo, Japan 
Surgical Simplex
®
 P bone cement PMMA 
cement 
Stryker Japan K.K. Tokyo, Japan 
Ceramic hydroxyapatite, Type Ⅱ, 40 
μm 
CHT Bio-Rad Laboratories, 
Inc. 
Hercules, CA, 
USA 
Vancomycin hydrochloride VCM Shionogi & Co., Ltd. Osaka, Japan 
Gentamicin sulfate 
GM 
Nichi-Iko 
Pharmaceutical Co., Ltd. 
Toyama, Japan 
Sodium chloride 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Potassium chloride 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Disodium hydrogenphosphate 12-water 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Sodium dihydrogenphosphate 2-water 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Potassium dihydrogen phosphate 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Lysozyme, from chicken egg white － Sigma-Aldrich Japan Tokyo, Japan 
Triethylamine TEA FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid TNBS FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Sodium hydrogen carbonate － FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Phosphoric acid 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Acetonitrile for HPLC － FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Tetrahydrofuran 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Sodium sulfate 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
 
Osaka, Japan 
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Sodium 1-pentanesulfonate 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Acetic acid 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Methanol 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
o-Phthalaldehyde OPA FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
2-Mercaptoethanol 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Boric acid 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Potassium hydroxide 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Cefazolin sodium CEZ Nichi-Iko 
Pharmaceutical Co., Ltd. 
Toyama, Japan 
Teicoplanin TEIC Fuji Pharma Co., Ltd. Tokyo, Japan 
Zyvox
®
 LZD Pfizer Japan Inc. Tokyo, Japan 
 
Table 2-3 Experimental device list used in this section 
Device Model Company Location 
High-performance liquid 
chromatography (HPLC) column 
CAPCELL 
PAK C18 
UG120 
Osaka Soda Co., Ltd. Osaka, Japan 
HPLC device Elite LaChrom Hitachi 
High-Technologies 
Corporation 
Tokyo, Japan 
Spectrophotometer UV-1800 Shimadzu Corporation Kyoto, Japan 
Mercury porosimeter AutoPore 
IV9520 
Micromeritics 
Instrument Corporation 
Norcross, GA, 
USA 
X-ray diffractometer (XRD) RINT-Ultima 
Ⅲ 
Rigaku Corporation Tokyo, Japan 
Scanning electron microscope (SEM) S-4300 Hitachi 
High-Technologies 
Corporation 
Tokyo, Japan 
 
 
2.2.2. 試験方法 
 
CPC の粉剤 (Powder)、専用液剤 (Solvent)、および VCM、GM を Table 2-4 の割合で練和し、円錐
台形のモールドに充填して 37℃、3 hr 硬化した。このとき、液体抗菌薬である GM を添加する際に、
当量の専用液剤量を減じる必要がある。この操作をしなければ液体成分過多となり、ペーストが硬
化しなくなる可能性がある。逆に練和性など、専用液剤中の成分が減じられることによるデメリッ
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トも考えられるが、硬化する条件の方が優先される。硬化後の試料を 20 mL のリン酸緩衝生理食塩
水 (PBS)に浸漬し、毎日全量を回収して新しい PBS と交換した。回収液中の薬剤濃度を高速液体ク
ロマトグラフィー (HPLC)法で測定した。PBS の調製方法は、セクション 2.2.3.で説明する。 
 
Fig. 2-3 Molecular structure of (A) VCM
16
 and (B) GM
17
 
 
 
Table 2-4 Composition for test sample preparation 
Test sample Powder (g) Solvent (mL) VCM (g) GM (mL) 
Original 12 2.6 － － 
VCM only 12 2.8 0.30 － 
GM only 12 0.80 － 2.0 
VCM + GM 12 0.80 0.30 2.0 
 
 
2.2.3. PBS 調製方法 
 
 本研究で使用した PBS はすべて、下記 Table 2-5 に記載の組成により事前に調製した 18。この組
成における最終的な pH は 7.40 を示した。一般的に、PBS の組成は様々なものがあり 19、調製済み
の市販品であってもロット差が懸念されることから、各研究室において自作 (Laboratory-made)の
PBS を調製し、一貫して使用するのが望ましい。通常は 10 倍濃度のストック溶液を調製しておき、
適宜ミリ Q 水で希釈して用いられる。 
 
Table 2-5 Composition for PBS preparation 
Reagent Composition Concentration 
Sodium chloride 8.00 g 137 mM 
Potassium chloride 0.200 g 2.70 mM 
Disodium hydrogenphosphate 12-water 2.90 g 8.10 mM 
Potassium dihydrogen phosphate 0.200 g 1.50 mM 
Ultra pure water up to 1,000 mL － 
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2.2.4. VCM の分析方法 20 
 
 2.2.4.1. 移動相の調製 
 
 水 2,000 mL に triethylamine (TEA) 4 mL を加え、phosphoric acid を滴下し、pH3.2 に調整した。こ
れを TEA 緩衝液としたとき、以下の割合で調製したものを、VCM の HPLC 分析用移動相とした。 
 
TEA 緩衝液：acetonitrile：tetrahydrofuran = 92：7：1 
 
 2.2.4.2. HPLC 条件 
 
 逆相カラム CAPCELL-PAK C18 UG120 (5 μm, φ4.6 mm × 250 mm)を、HPLC 装置 Elite LaChrom に
装着して用い、分析条件は、上述した移動相のイソクラティック溶離 (20 min)とした。測定試料 20 
μL を、流速 1.0 mL/min、吸光度 280 nm で測定した。あらかじめ調製した VCM 標準液 (5, 50, 500 
μg/mL)のクロマトグラムにおいて、得られたピーク面積とその濃度から検量線を作成した。次いで、
測定試料のクロマトグラムにおいて、得られたピーク面積と先の検量線から、測定試料中の VCM
濃度を算出した。 
 
2.2.5. GM の分析方法 
 
 2.2.5.1. ストラテジー 
 
 Fig. 2-3B からもわかるように、GM は特異的な紫外-可視吸収スペクトルを示す官能基をもってお
らず、通常 GM の定量分析は、Enzyme-Linked Immuno Solvent Assay (ELISA)法や、蛍光偏向免疫測
定法 (FPIA)などが用いられる。しかしながら、それらに用いられる試薬は一般的に高価であり、
特別な技術も求められるため、本研究では、Anhalt によるポストカラムラベル法に従って行った 21。
つまり、Fig. 2-4 に示したように、通常の HPLC のラインに三方活栓で蛍光試薬 o-phthalaldehyde 
(OPA)を注入することで、GM の 1 級アミノ基をインラインで蛍光ラベル化するという手法である 
(Fig. 2-5)。蛍光試薬の中でも OPA が選ばれる理由としては、その反応の速さにあり、GM がカラム
の出口から蛍光検出器に到達するまでの間 (Fig. 2-4 中の緑ライン)にラベリングする必要があるが、
pH (10 <)、触媒 (2-mercaptoethanol)、温度 (60℃)の条件が揃えば、OPA のラベリングは数秒で完結
する。 
 
 2.2.5.2. 移動相の調製 
 
Sodium sulfate 56.816 g、sodium 1-pentanesulfonate 6.968 g、acetic acid 2 mL を水で 2,000 mL にメス
アップし、この 1,940 mL と methanol 60 mL を混合したものを、GM の HPLC 用移動相とした。 
 
 2.2.5.3. OPA 溶液の調製 
 
 Boric acid 24.7 g を水 900 mL に溶解させ、約 10 M の potassium hydroxide を滴下して pH10.4 に調
整した。これを水で 1,000 mL にメスアップしたものを、K-B 緩衝液とした。次に、OPA 60 mg に
methanol 1 mL を加え溶解し、2-mercaptoethanol 0.2 mL を加え軽く振り混ぜた。これを K-B 緩衝液
100 mL に添加して、OPA 溶液とした。 
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Fig. 2-4 Schematic illustration of post-column labelling method 
 
 
 
Fig. 2-5 Schematic illustration of fluorescent labeling with OPA 
 
 
 
 2.2.5.4. HPLC 条件 
 
 逆相カラム CAPCELL-PAK C18 UG120 (5 μm, φ4.6 mm × 250 mm)を、HPLC 装置 Elite LaChrom に
装着して用い、分析条件は、上述した移動相のイソクラティック溶離 (10 min)とした。カラムオー
ブンは 60℃とした。測定試料 20 μL を、移動相の流速 1.5 mL/min、OPA 溶液の流速 0.5 mL/min、励
起波長 340 nm、蛍光波長 440 nm で測定した。あらかじめ調製した GM 標準液 (0.5, 1.0, 2.5 μg/mL)
のクロマトグラムにおいて、得られたピーク面積とその濃度から検量線を作成した (Fig. 2-6)。次
いで、測定試料のクロマトグラムにおいて、得られたピーク面積と先の検量線から、測定試料中の
GM 濃度を算出した。 
 
2.3. 結果 
 
Fig. 2-7A に VCM の累積の放出曲線を示した。VCM 単剤内包の CPC と比較して、2 剤内包 CPC
からの VCM の放出は抑制された。特に初期バーストが抑えられており、耐性菌を生き残らせてし
まう可能性も危惧された。一方で、Fig. 2-7B は GM の放出曲線であるが、2 剤内包 CPC と GM 単
剤内包 CPC では、ほぼ同等の放出挙動を示した。 
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Fig. 2-6 Calibration curve of GM using OPA labeling method showing good linearity 
 
 
 
Fig. 2-7 (A) Cumulative release of VCM from “VCM-” and “VCM and GM-” impregnated CPC and 
(B) cumulative release of GM from “GM-” and “VCM and GM-” impregnated CPC 
 
 
 
2.4. 検証と考察 
 
2.4.1. 薬剤－薬剤間相互作用 
 
2 剤内包試料から VCM の溶出が抑制される事象に関して、その原因の検証を行った。まず薬剤
－薬剤間相互作用の調査を行った。想定していたシナジー効果が得られなかったわけであるが、2
剤併用する上でもっとも大前提となるのが、薬剤－薬剤間相互作用がない、もしくは無視できるこ
23 
 
とであると考えられる。一般的に、ある薬剤と他の薬剤が混合されたとき、外観や色合い、活性に
至るまで、その配合変化に関しては、その薬剤の製造業者がよく調査している。今回、VCM 製造
元である塩野義製薬の配合変化表を調査したところ、GM との混合後 24 hr の観察で、外観、pH、
残存力価に変化はなかった (Fig. 2-8)。したがって、VCM と GM における薬剤－薬剤間相互作用は
ない、もしくは無視できるレベルであると考える。 
 
 
 
Fig. 2-8 Combination change of VCM tested by Shionogi 
 
 
 
2.4.2. 薬剤－材料間相互作用 
 
 次に薬剤－材料間相互作用、とりわけ薬剤と CPC の吸着反応を検証した。前述の通り、CPC は
リン酸カルシウムの一種であり、ハイドロキシアパタイトに転化しながら硬化する。ハイドロキシ
アパタイトは、カルシウムイオンとリン酸基を有することから、両性イオン交換体のようなタンパ
ク質吸着挙動を示すことが知られている 22,23。そのため、CPC と薬剤の吸着相互作用の影響を検証
した。 
検証用資材として、タンパク質精製用ハイドロキシアパタイト球状粒子 (CHT, TypeⅡ, 40 μm)を
用い、試験溶液は 1 mM リン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.2)を用いた。本試験溶液は、1 mM sodium 
dihydrogenphosphate 2-water、および 1 mM disodium hydrogenphosphate 12-water を混合して調製した。
上記緩衝液を用いて、0.5 mg/mL の VCM 溶液、および GM 溶液を調製し、それぞれ 1 mL を 10 mg
の CHT に添加した。良好な吸着を示すリファレンスとして、lysozyme も同様にして調製した。室
温で 30 min 回転撹拌した後 (30 rpm)、遠心分離 (8,000×g, 4℃, 5 min)により上清を回収した。吸着
反応前後の溶液中の薬剤濃度を、分光光度計で測定した。VCMおよび lysozymeの測定波長は 280 nm、
GM は特異的な吸収波長帯を持たないため、2,4,6-trinitrobenzenesulfonic acid (TNBS)を用いたアミノ
基の分析手法に従い 24、吸光度 345 nm で測定した。Fig. 2-9 に、各薬剤の CHT 1 g 当たりに対する
吸着量を示した。その結果、リファレンスの lysozyme と比較して、VCM および GM は、ハイドロ
キシアパタイトとほとんど吸着相互作用を示さないことが示唆された。ちなみに GM の吸着は確認
されなかったが、GM の TNBS 法における検出限界以下と記述した。一般的に、これら分子量 1,000
前後の薬剤は、電気的吸着に寄与できる官能基がタンパク質などと比較すると極めて少なく、ハイ
ドロキシアパタイト上で反対電荷の反発の影響を受けることとなり、結果として吸着しにくくなる。
したがって、本研究における VCM および GM と CPC の相互作用は起こらない、もしくは無視でき
るレベルであると考える。 
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Fig. 2-9 Evaluation of adsorption interaction between each drug and hydroxyapatite 
 
 
 
2.4.3. X 線回折分析 (XRD) 
 
Fig. 2-10 は、各試料の硬化後 24 hr における XRD の結果であるが、VCM は元々非晶質の状態で
存在し (GM は液体抗菌薬のため単独では測定せず)、CPC の硬化反応やアパタイト結晶への転移反
応などは、抗菌薬の添加に関わらずほとんど変化がなかった。したがって、薬剤の内包は CPC の
硬化反応、アパタイトへの転移反応には影響ないと考えられた。 
 
 
Fig. 2-10 X-ray diffraction analysis of each test sample after 24 hr setting 
    ○ハイドロキシアパタイト 
    ▼α-TCP 
    ■リン酸四カルシウム 
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2.4.4. 気孔径の変化 
 
Fig. 2-11 および Fig. 2-12 は、それぞれ硬化後 24 hr の試料における、電子顕微鏡 (SEM)を用いた
表面観察、および水銀圧入法を用いた細孔径分布の結果である。これらの結果は、添加する抗菌薬
の種類や数によって気孔構造が変化していることを示している。特に Fig. 2-12 より、2 剤内包 CPC
は、VCM 単剤内包 CPC よりも気孔径が小さくなっており、気孔は抗菌薬溶出の通り道であること
から 25、VCM の放出は抑制されたと考えられた。一方で、2 剤内包 CPC は、GM 単剤内包 CPC よ
りも気孔が大きくなっており、前述の解釈によれば GM の放出は加速されると考えられる。しかし
ながら Fig. 2-7Bより、GMの放出は 2剤内包してもほとんど変化なかった。ここで効いてくるのが、
分子の大きさと考えられる。単純に分子量を比較すれば VCM の方が約 3 倍大きく、Fig. 2-9 の結果
から、薬剤とマトリックスの間に薬物放出のブレーキとなるような相互作用はないため、本薬物放
出の結果は、薬剤分子の大きさと通り道の大きさ (気孔径)の関係性にほぼ帰属されるといえる。し
たがって、分子の大きな VCM の方が、よりセンシティブに気孔径の変化に影響を受けたと考えら
れる 26。 
 
 
Fig. 2-11 SEM images of each test sample after 24 h setting. (Bar: 10 μm) 
(A) VCM only, (B) GM only, and (C) VCM + GM 
 
 
Fig. 2-12 Mercury porosimetry analysis of each test sample after 24 hr setting 
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2.4.5. 薬剤による傾向検証 
 
 前セクション 2.4.4.では、添加する抗菌薬の種類や数によって CPC の気孔構造が変化することが
示されたが、Fig. 2-12 の結果から、2 剤内包する以前に、そもそも単剤内包の時点で気孔径が変化
することが示唆された。そこで、他の薬剤でも検証することで、薬剤の種類と気孔構造の変化に傾
向や相関性があるか検証した。使用した薬剤は、VCM、GM の他には、セファゾリン (CEZ)、テイ
コプラニン (TEIC)、ザイボックス (LZD)を用い、調製方法は、粉末抗菌薬 CEZ、TEIC に関しては
Table 2-4 の“VCM only”の条件、また液体抗菌薬 LZD に関しては、Table 2-4 の“GM only”の条件と同
様に行った。そして硬化後 24 hrの試料に関して、セクション 2.4.4.と同様に細孔径分布を測定した。
Fig. 2-13 は、その細孔径分布の結果であるが、横軸にモード径、縦軸に気孔容積を示した。横軸を
モード径とする意義は、薬物放出を司るのは細孔径分布のうち、最大頻度 (モード値)を与える気孔
径と考えられるためである。薬剤を添加していない CPC (Original)群と比較して、VCM、CEZ、TEIC
の粉末抗菌薬を添加した CPC の気孔は増大する傾向があり、GM や LZD の液体抗菌薬を添加した
CPC の気孔は Original 群と大差なく、ほとんど変化しないという傾向が示唆された。 
 
 
 
Fig. 2-13 Pore structure analysis of each test sample impregnated with various antibiotics 
 
 
 
2.4.6. 気孔構造と薬物放出の相関 
 
 これまでの検証により、添加する薬剤の種類や数によって CPC の気孔構造が変化することが示
されたが、実際に気孔径の変化と薬物放出の相関に関して体系的な考察を加えるため、さらなる検
証を試みた。マトリックス型材料からの薬物放出挙動は、Higuchi の式 (Eq. 2-1)にフィッティング
することが知られている 27。 
 
𝑀 =  {𝐷(2𝐶𝑎 − 𝐶𝑠)𝐶𝑠𝑡}
1/2   (Eq. 2-1) 
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このとき、M は表面積あたりの薬物放出量、D は拡散係数、Caは薬剤添加量、Csは薬剤の溶解度、
t は時間を示す。Higuchi の式は、マトリックス内に分散した薬剤が拡散する徐放化メカニズムを示
したものであるが、特に薬剤が多孔質材料の空孔を通って材料外部に放出される場合、Higuchi の
式は以下の Eq. 2-2 のように改変される 28。 
 
𝑀 =  {(𝐷𝜀/𝜏)(2𝐶𝑎 − 𝜀𝐶𝑠)𝐶𝑠𝑡}
1/2  (Eq. 2-2) 
 
このとき、εは気孔率、τは曲路率を示す。曲路率とは、2 点間の直線距離 (L0)と実際の経路長 (L)
の比を意味しており、L/L0で計算される。曲路率の値が大きいほど、気孔はねじ曲がるなど複雑な
形状を有していることを意味しており、薬物放出の減速をもたらすことが Eq. 2-2 からも確認でき
る。さらに、多孔質材料の気孔構造をキャピラリーモデルの集合と見なした場合、Petrasch、Vallabh
らにより気孔率は (ε = dS/4)と表され、Eq. 2-2は以下のEq. 2-3のように書き換えることができる 29,30。 
 
𝑀 =  {(𝐷𝑑𝑆/4𝜏)(2𝐶𝑎 − 𝑑𝑆𝐶𝑠/4)𝐶𝑠𝑡}
1/2 (Eq. 2-3) 
 
このとき、d は気孔径、S は比表面積を示す。Eq. 2-3 によると、気孔径と薬物放出に正の相関があ
ることが理論上においても示された。 
 CPC に話を戻せば、気孔とはいわば、原料粉体が形成する粒子間隙と見なすことができるため、
主成分である α-TCP など、CPC の原料粉体の粒径を変えることで、硬化後の CPC の気孔径を制御
できると考えられる 31。そこで、原料粉体の粒径を 2-10 μm (2 μm < C < B < A < 10 μm)の間で変化さ
せて作製した 3 種類の CPC の粉剤に、VCM を 2.5wt%添加して、Table 2-4 における“VCM only”の
条件と同様にして試料を作製した。原料粉体 A, B, C それぞれに対応する硬化体を CPC-A, CPC-B, 
CPC-C とした。リファレンスとして、市販の PMMA セメントを用い、粉末ポリマー40 g、液体モ
ノマー20 mL に VCM を 2.5 wt%添加して試料を作製した。セクション 2.2.2.と同様にして薬物放出
試験を行い (Fig. 2-14)、また硬化後 3 hr における SEM 観察 (Fig. 2-15)と細孔径分布 (Fig. 2-16)をセ
クション 2.4.4.と同様に測定した。Fig. 2-14 の VCM 放出曲線は、横軸に時間の平方根、縦軸には
VCM 添加量を 100%とした際の累積の放出率をプロットして作成した。その結果、既存の PMMA
セメントと比較して、CPC は VCM を高濃度かつ長期間放出を持続することができるポテンシャル
を有していた。また、薬物放出率が時間の平方根に比例しており、Eq. 2-3 で示した多孔質マトリッ
クス分散型の薬物放出関係式にフィッティングすることが示された。このことは、CPC からの薬物
放出は Higuchi の式における下記の定義を満たしており、例えば、VCM と CPC との薬剤－材料間
相互作用などの直線性を乱すような反応は、ほとんど起こっていないことを意味している。 
 
Higuchi の式を満たす定義 32 
 
1. t 時間後、マトリックス内には薬物が溶解した領域および薬物が固体として残存している領域の
二つが存在する。 
2. 時間の経過に伴い二つの領域の境界面が内部に進行し、薬物粒子を含む領域の厚さが減少する。 
3. 薬物が溶解した領域の濃度分布は直線である。 
4. 初期薬物濃度 Ca はマトリックス中での薬物の溶解度 Cs に比べて大きい。 
 
 また、Fig. 2-14 の各プロットの傾きは、Eq. 2-3 における係数に相当するため、気孔径を反映した
ものであると考えられる。そこで、Fig. 2-16 の細孔径分布の結果から各試料のモード径、および対
応する 24 h での薬物放出量を Fig. 2-14 からそれぞれピックアップし、その関係性を Fig. 2-17 にま
28 
 
とめた。ここで、Fig. 2-16 の細孔径分布の結果を見ると、ピークが分岐しているケースが見られた。
これらのうち、10 nm 前後の小さい気孔群は、CPC の硬化反応の進行に伴い形成される微細構造で
あり、強度の発現とも深く関与している。また、それらよりも大きな気孔群は、結晶成長途上の部
分、さらにはそれらがチャネリングして連通した部分と考えられ、薬剤を内包した際の、特に初期
バースト効果を極めて増大させる 33。したがって、薬物放出のキーファクターとして気孔径を議論
する場合は、細孔径分布のピークが分岐していない場合は、そのピークのモード値を与える気孔径
を、ピークが分岐している場合はその大きい方を、それぞれピックアップして解析するべきであろ
う。その結果、Fig. 2-17 より、CPC の原料粉体の粒径が大きいほど大きな気孔構造が形成され、そ
れに伴い薬物放出を加速することが示唆された。これにより、原料粉体の粒径を制御することで、
気孔径、ひいては薬物放出挙動をコントロールすることができると考えられた。 
 
 
Fig. 2-14 VCM release profile using each test sample 
 
 
 
 
Fig. 2-15 SEM images of each test sample after 3 h setting. (Bar: 5 μm) 
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Fig. 2-16 Mercury porosimetry analysis of each test sample after 3 hr setting 
 
 
 
Fig. 2-17 Correlation between pore size of each test sample and VCM release 
 
 
 
2.4.7. 力学的強度への影響 
 
 CPC はそもそも骨補填材であるので、DDS 基材として気孔構造を制御した際の力学的強度に与
える影響は検証しておく必要がある。セラミックス材料中に気孔が存在するとき、それらは応力集
中源となるため強度が低下することが知られており 34、以下の関係式 Eq. 2-4 で表される 35。 
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σf = σoexp (-bp)  (Eq. 2-4) 
 
このとき、σoは気孔が存在しない場合の強度、p は気孔率、b は定数を示す。さらに Knudsen らは、
強度の支持体である気孔壁を形成する粉体の粒径にも着目し、以下の関係式 Eq. 2-5 を報告した 36。 
 
σf = kD
－aexp (-bp)  (Eq. 2-5) 
 
このとき、k、a は定数、D は粒径である。ここでの粒径とは、CPC で言えば原料紛体を指し、Eq. 2-5
によれば、原料紛体の粒径が大きいほど、強度は低下する。さらにこれを実験的に証明するため、
上記 3 試料、CPC-A、CPC-B、CPC-C を用いて強度試験を行った。粉液比 (12 g/2.6 mL)の割合で練
和し、モールドを用いて円柱状 (φ7 mm × h 14 mm)に成形した。擬似体液に浸漬後 8 h における圧
縮強度を、クロスヘッドスピード 0.5 mm/min で測定した。その結果、圧縮強度は、確かに気孔径
および薬物放出とは負の相関を示した (Fig. 2-18)。材料が気孔でスカスカになるほど脆くなるとい
うリーズナブルな結果ではあるが、より実用的には薬物放出、強度、両者を満たす気孔条件、例え
ば Fig. 2-18 中のグラフが交差する付近の条件などが該当すると考えられるが、いずれにしても、目
的とする物性から逆算した材料設計が可能であることが示唆された。 
 
 
 
Fig. 2-18 Relationship between compression strength and drug release showing negative correlation 
 
 
 
2.4.8. 粉末抗菌薬の挙動 
 
セクション 2.4.6.では、CPC の気孔構造と薬物放出に高い相関があることを示した。ではなぜセ
クション 2.4.5.で述べたように、粉末抗菌薬のみが、その添加によって CPC の気孔径を顕著に増大
させるのだろうか。実際は気孔径だけではない。VCM などの粉末抗菌薬の添加は、CPC の硬化時
間を遅延させ、圧縮強度を低下させることが報告されているが、GM などの液体抗菌薬の添加は、
大勢に影響は与えない場合が多い 31。 
Fig. 2-19 は、VCM 10 mg を、CPC 専用液剤と GM の比率を変化させた混合溶液 0.5 mL に溶解し
31 
 
た際の様子である。これによると、CPC の粉剤と共にペーストを成している状態では不明瞭だった
のだが、VCM は CPC 専用液剤には完全には溶解せず、ダマのような状態になった (f)。しかしな
がら、GM の混合比を上げ、CPC 専用液剤が希釈されると、VCM はしだいに溶解するようになっ
た (a, b)。これは、CPC専用液剤には、反応性や操作性を向上させる目的で、sodium succinateや sodium 
chondroitin sulfate などの糖類や塩類が相当量添加されているため、VCM の溶解が飽和状態にあり、
それが希釈されることで溶解する余地が生じるためであると考えられた。VCM の添加は、CPC の
硬化やその他反応性自体に影響は与えていないことから (Fig. 2-10)、CPC の粒成長の際に気孔の間
隙を広げる物理的障害物のように振る舞い、結果として添加する抗菌薬の種類や数によって気孔径、
ひいては薬物放出挙動が変化するという現象を引き起こすと考えられた。また上述のように、CPC
の結晶レベルでは反応性に影響を与えなかったが、CPC の粒子間隙を広げることによる硬化時間の
遅延、圧縮強度の低下を引き起こしたと考えられる。さらに VCM だけでなく、CPC 専用液剤に溶
解しにくい他の粉末抗菌薬でも同様の傾向が観察されており、また、GM などの液体抗菌薬ではこ
の現象に従わないことからも、本事象の考察は支持されると考えられる 26,37。 
 
Fig. 2-19 The CPC dedicated solvent was diluted to 0%, 50%, 70%, 75%, 80%, and 100% with GM, 
corresponding to (a), (b), (c), (d), (e), and (f), respectively. Each 10 mg of VCM was added to 0.5 mL of the 
mixed solution. 
 
 
 
2.5. 第 2 章のまとめ 
 
 以上、第 2 章で得られた知見を以下にまとめた。 
 
Table 2-6 Summary of Chapter 2 
 
・CPC の薬物放出は、気孔構造の影響が極めて大きかった。 
・内包する薬剤の種類や数によって気孔構造、放出特性が変わった。 
・原料紛体の粒径に応じて気孔径を変化させることができ、薬物放出を制御できた。 
・内包された薬剤と材料間の吸着相互作用、硬化反応への影響は低かった。 
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第 3 章 
 
有機材料を用いた薬物放出 
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3.1. 諸言 
 
 本章では、有機材料を用いた薬物放出としてポリカプロラクトン (PCL)を取り上げ、その薬物放
出や相互作用を検証する。 
 
3.1.1. PCL に着目した経緯 
 
 第 2 章で述べたように、筆者はこれまでリン酸カルシウム骨ペースト (CPC)などの無機材料を中
心に研究開発を遂行してきたが、有機材料である PCL に着目した経緯を以下に述べる。 
 文献 No. 1 は、筆者もディスカッション等に参加した抗菌性人工股関節の開発および物性研究で
ある 1。これは、力学的強度に優れるポリメチルメタクリレート (PMMA)セメントと、薬物放出に
優れる CPC の相乗効果を得ることを目的として、CPC のコアに PMMA セメントを被覆した二層式
のスペーサーであり、コアの CPC からの薬物放出効率を増大させるために、外側の PMMA 層から
コアに貫通する孔を数か所開けることを特徴としている。本スペーサーを用いて、セクション 2.2.2.
と同様の方法で薬物放出試験を行った結果を Fig. 3-1 に示した。これは内包された抗菌薬バンコマ
イシンの累積の放出量を示しているが、コアも含めてすべて PMMA セメントで作製されたスペー
サーと比較して、コアを CPC にして二層式とするメリットが明確に示された結果である。 
 
 
 
 
Fig. 3-1 Vancomycin elution profile using double-layered cement spacer 
 
 
この結果を受け筆者は、PMMA 層に物理的な孔を開けなければならなかったことに、材料設計の観
点から違和感を覚えていた。Fig. 2-16 では、CPC との比較のため、便宜上 PMMA セメントの細孔
径分布も測定した。しかしながら、PMMA セメントをはじめとするポリマーには原則気孔という概
念が存在せず、重合熱による発泡を気孔と表現する場合もあるが、それらは薬剤の放出を左右する
ほど連通したものではなく、一般的にはその非晶相からの染み出しという、CPC とはまったく異な
る薬物放出機構を持つ。Table 3-1 に、各種ポリマーのガラス転移温度および結晶の融点を示した 2。 
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    Table 3-1 Transition temperature of each plastic2 
Classification Plastic 
Glass-transition 
temperature (℃) 
Melting point 
(℃) 
Amorphous 
Polyvinyl chloride 80 － 
Polystyrene 90 － 
PMMA 100 － 
Polycarbonate 145 － 
Polyethersulfone 190 － 
Crystalline 
Polyethylene -125 141 
Polypropylene 0 180 
Polyamide 6 50 225 
Polyamide 66 50 265 
Polyacetal -50 180 
Polyphenylene sulfide 88 290 
Polyetheretherketone 143 343 
 
 
これによると、PMMA は非結晶性のポリマーであり、生体内環境ではガラス転移温度以下となって
まったく流動性を示さず、内包された薬剤を放出するための基材としては不利な物性を有すると考
えられた。したがって、有機高分子材料を用いて薬物放出を行う系においては、結晶性の制御およ
びモニターが不可欠であると考えられるが、薬物放出を劇的に実現できるほどの結晶性のアレンジ
や、温度などそのトリガーとなる刺激種、さらには生体に影響のない環境下で実施できるかまで考
慮すれば、その可能性を有する有機材料は限られてくるであろう。以上のような経緯から、これら
の条件を満たし、かつ将来的に CPC との複合化も視野に入れながら、本研究に適した有機材料の
探索および関連技術等を調査・検証した結果を以下に述べる。 
 
3.1.2. 生分解性ポリマー 
 
医療用バッグ、カテーテル、シリンジ、手術器具、その他ディスポーザブル製品など、医療用プ
ラスチックは現代の医療に無くてはならない存在となっている。中でも生分解性ポリマーは、生体
内における酵素分解や加水分解により無害な化合物、最終的には二酸化炭素と水として排出される
ことを最大の特徴とする。医療分野においては、デンプンやセルロースなどの天然ポリマーよりも、
生体適合性、生分解速度、機械的強度などを任意に調整できる合成ポリマーに注目が集まっており、
代表的なものには外科用縫合糸として実用化されている、ポリグリコール酸やポリ乳酸などがある 
(Table 3-2)
3。 
 
3.1.3. ドラッグデリバリーシステム (DDS)分野での応用 
 
生分解性ポリマーがその威力を発揮する領域の一つとして、DDS 分野が挙げられる。薬剤のカプ
セル化や薬物輸送としての用途はもちろんのこと、骨感染症による人工関節の再置換術においては、
インプラントと共に骨セメントの摘出手術を行う場合が多く 4、医師の手技や患者の負担を考慮す
れば、そのまま吸収される材料の方が都合良いと考えられる。また、DDS 製剤の剤型の一種である
モノリシック型モデルにおいては (Fig. 3-2)、時間の経過と共に材料表層から薬剤の界面までの距
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離が増大するため、薬物放出は時間の関数として減衰する 5,6。このとき、適当な時間軸で材料が外
側から分解・吸収されていけば、理想的な 0 次放出が実現すると考えられる。 
 
 
  Table 3-2 List of chemically synthesized-biodegradable polymers3 
Type Application 
Polylactic acid  Agricultural sheet, House film, Fiber products 
Polybutylene succinate  Biomass, Non-rigid plastic 
Polycaprolactone  Thermoplastic, Film 
Polyvinyl alcohol  Vinylon fiber, Polarizing film 
Polyglycolic acid  Suture thread, Non-woven materials 
Polybutylene adipate terephthalate  Biomass 
Modified polyethylene terephthalate  Fiber, Film, Bottle 
 
 
 
 
Fig. 3-2 Model of drug release control. (A) Reservoir type and (B) Monolithic type 
 
 
 
3.1.4. スマートポリマーを用いた化学療法 
 
3.1.4.1. PCL 
 
スマートとは「賢い」を意味する言葉であるが、スマートポリマーとは一般的に、温度、pH、電
気、光などの外部刺激に応答してその性質を変化させることができるポリマーを意味する 7。すべ
てのポリマーがスマートになり得るポテンシャルを有しているが、医療用スマートポリマーとして
実用化されるためには、その外部刺激が無害で、かつ術場において生体に対して与えやすく、さら
にその外部刺激を境にポリマーの性質が劇的に変化するものである必要がある。上述した外部刺激
の中では、とりわけ熱エネルギーの利用が正常組織に対する侵襲も低く、温熱療法が実用化されて
いることからも、実現の可能性がもっとも高いと考えられる。 
 近年、ポリマーの結晶性を低下させ、結晶－非晶相転移を生体温度付近で行うことで、薬物放出
を制御する技術が報告されている 8-10。そのポリマーの素材のひとつに、PCL が挙げられる。PCL
は、セクション 3.1.2.で述べたように生分解性を有する半結晶性ポリマーで、米国食品医薬品局 
(FDA)認可の生体適合性材料としても知られている。モノマーである ε-カプロラクトン (CL)の開環
39 
 
重合により容易に合成することができるが、PCL の生分解性などの性質は、分子内にエステル構造
を有するこのモノマーの性質に由来しているとも言える。また、ラクトンとは環状エステルの総称
であるが、四員環である β-プロピオラクトンなど炭素数の少ないものは毒性が強く 11、五員環の γ-
ブチロラクトンはモノマーが極めて安定であるため開環重合せず、六員環の δ-バレロラクトンはポ
リマーの熱安定性が低いなどの理由から 12、これらの問題を解決できる七員環構造の CL が機能性
高分子の原料モノマーとして汎用されている。逆に十二員環以上の大環状ラクトンも知られている
が、それらはポリマーよりも抗菌薬や抗がん剤などの基本骨格としての用途が有名である 13。 
その他、PCL の代表的な特徴の一つとして、融点の低さ (約 60℃)が挙げられる。それゆえ加工
が容易であるだけでなく、ガラス転移点が約-60℃という特徴からも、常温において柔軟かつ強靭
であるという優れた性質を併せ持つ。さらに、材料設計の観点から言えば、合成時に分岐構造を導
入することで結晶性および融点を低下させることが可能であり、また適当な架橋点を形成させるこ
とで形状記憶特性を付与できることも知られている (Fig. 3-3)8,14。本研究では、形状記憶ポリマー
としてのカテゴリーで PCL にフォーカスしている訳ではないが、目的温度に調整された融点を境
にして、結晶－非晶相転移が劇的に起こり、内包している薬剤を効果的に放出することができると
いうその特筆すべき性質は、紛れもなく PCL の優れた形状記憶特性に起因していると言える。ち
なみに、結晶性が低下すると融点が下がる理由としては、結晶性ポリマーには結晶部と非晶部が存
在し、加熱・加温によるポリマーの熱運動の増大により、結晶部が破壊されて流動性を示すように
なる温度が融点であることに寄る。結晶性が低ければ、それを融解するための熱エネルギーは少な
くて済み、結果として融点は下がると考えられる。以上のような理由から、PCL は本研究に適して
いる材料であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3-3 Differential scanning calorimetry (DSC) charts of 4-branched and 2-branched various 
PCLs
8
. (a) 4b10, (b) 4b10-m, (c) cross-linked 4b10-m, (d) 2b20, (e) 2b20-m, and (f) 
cross-linked 2b20-m. The 4-branched and 2-branced PCLs contained 10 and 20 units of CL, 
and were abbreviated as 4b10 and 2b20, respectively. The corresponding reactive oligomers 
(macromonomers) were labeled as 4b10-m and 2b20-m, respectively. An increase of 
cross-linking density suppressed the chain mobility and reduced the crystallization of the PCL 
branches. Uto et al. suggested that the 4-branched PCL would mainly play a cross-linking role 
and the 2-branced one would be the sensitive temperature-responsive part. 
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 3.1.4.2. 内包する抗がん剤 
 
多剤併用療法を行う場合、ただ闇雲に組み合わせればよいというわけではなく、セクション 1.4.3.
で述べたように、効果がプラスに作用し、90%以上の感受性を示すようになる組み合わせで選択さ
れる。本研究では、将来的な実使用に則した研究成果とするために、実際に臨床で使用されている
組み合わせを採用しようと考えた。そこで今回、多剤併用療法の検証モデルとして選択したのが、
パクリタキセル (PTX)、およびカルボプラチン (CBDCA)である。この 2 剤の併用療法は、一般的
に両者の頭文字 (Taxol および Carboplatin)を取って TC 療法と呼ばれており、卵巣がん治療におけ
る標準化学療法として適用されている。 
 PTX (Fig. 3-4A)は、タイヘイヨウイチイの樹皮を起源とするタキサン系の抗がん剤で、腫瘍細胞
の微小管に特異的に結合することにより分裂を阻害する (Fig. 3-5A)15。約 20 年前に筆者が学士課程
の学生だった当時は、商品名であるタキソールと呼ぶのが一般的で、イチイの大量伐採が危惧され
たこともあり、当時の東京理科大学・向山光昭教授や椎名勇氏 (現教授)など、世界有数の有機合成
家らが、精力的にその全合成に取り組んでいた 16。患者 1 人分の治療あたり、樹齢 200 年のイチイ
の大木 6 本を要するとも言われてきたが、現在は、ヨーロッパイチイより抽出した中間体バッカチ
ンⅢを原料にして合成されている。PTXは極めて疎水性が強く、製剤中には polyoxyethylene castor oil、
dehydrated ethanol が含有されている。そのため、それら添加物由来の副作用にも注意が必要で、例
えば TC 療法 1 クールのスケジュールでは、抗アレルギー剤や制吐剤の投与が、抗がん剤投与に先
立って行われる。中でも特徴的な副作用として、dehydrated ethanol によるアレルギー、眠気、頻脈
など、酒類を飲んだ時のような症状が知られているが、1 回の PTX 投与は、ビールコップ 1 杯 (200 
mL)からジョッキ 1 杯 (500 mL)にも相当するため、アルコールに弱い患者や治療後の車の運転など
には注意が必要である 17。 
一方 CBDCA (Fig. 3-4B)は、白金製剤であるシスプラチンの副作用、腎毒性を軽減するために開
発された。作用機序はシスプラチンと同様、細胞内で Fig. 3-4B 左側の構造 1,1-cyclobutane 
dicarboxylic acid が水に変換されることで脱離および活性化し、DNA の構成塩基であるグアニン、
アデニンの N-7 位に結合することでアポトーシスを誘導する (Fig. 3-5B)18。抗がん剤の投与量は一
般的に患者の体表面積で計算されるが、CBDCA の場合はクレアチニンクリアランスと相関があり、
体内の薬物量 AUC を用いて決定される。また、投与量を増やしても効果が頭打ちになることでも
知られ 19、より効果的と言われる dose-dense TC療法 (後述)でも doseを増やすのは PTXのみである。 
 
 
 
 
Fig. 3-4 Molecular structure of (A) PTX
20
 and (B) CBDCA
21
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Fig. 3-5 Functional mechanism of PTX
15
 and CBDCA
18
 
 
 
 
3.1.5. TC 療法について 
 
 本研究において検証モデルとして採用する卵巣がん標準化学療法、TC 療法について簡単に触れ
ておく。卵巣がんは患者数こそ少ないものの、死亡率が婦人科系ワーストであるばかりでなく、主
要 5 部位 (大腸、胃、肺、肝臓、乳房)と比較しても極めて予後が悪いことで知られる 22。一般的に
卵巣がんは、化学療法への感受性が良好な腫瘍と考えられているが 23、その組織型により奏効率が
異なる。Table 3-3 に、2000 年代前半に報告された tri-weekly (3 週ごと) TC 療法に対する組織型別の
奏効率を示す 24。これによると、粘液性腺がんや明細胞腺がんにはほとんど効果がないことが示さ
れ、これが卵巣がんの高い死亡率と予後の悪さを引き起こしている原因と考えられた。組織型により
奏効率が異なる理由は明らかではないが、各組織における細胞の分化度 (grade)の違いが大きく関
係していると考えられている 25。分化度とは、がんが正常の細胞とどの程度かけ離れているかを表
す指標で、高分化の場合は比較的もとの組織に類似しているが、低分化あるいは未分化と呼ばれる
がんになると、もとの組織とはかけ離れた組織像を呈するようになる 26。例えば、心臓に原発する
腫瘍は少なく、全剖検例の 0.1%以下と集計されており、その中でも悪性腫瘍は約 25%である 27。心
臓に悪性腫瘍の発生が少ない理由として最も有力とされているのが、この分化度の違いである。心
臓は横紋筋という特殊な筋肉とその間にある結合組織や血管からできているが、分化の進んだ細胞
である横紋筋は細胞分裂を引き起こさない。このように高度に分化した心筋細胞からなる心臓は、
細胞の異常増殖の病気であるがんや肉腫を発生しないとされている 27。この分化度の違いを一般的
に悪性度と呼び、上述したように発生部位により異なる。悪性度とは、がんの成長、増殖、周辺臓
器への浸潤、遠隔転移などの度合いを意味し、それらは直接余命を左右する。加えて、悪性度の高
いがんは検査で初めて発見されたときには既に進行している場合が多く、卵巣がんのように、患者数の
割には死亡率が極端に高いという傾向も特徴のひとつである。 
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   Table 3-3 Response for tri-weekly TC Therapy
24
 
Histology Response 
Serous 81% 
Endometrioid 89% 
Mucinous 13% 
Clear cell 18% 
Others 75% 
   Serous: 漿液性腺がん  Endometrioid: 類内膜腺がん 
   Mucinous: 粘液性腺がん  Clear cell: 明細胞腺がん 
   Others: その他 
 
 
 ちなみに奏効率とは、がん治療の効果を判定する指標で、治療後の腫瘍の大きさを、完全奏効 
(complete response; CR)、部分奏効 (partial response; PR)、安定 (stable disease; SD)、進行 (progressive 
disease; PD)に分類し、CR と PR の割合を合算して奏効率と呼ぶ 28。奏効率 20%以上を効果のある治
療法と判定し、通常 SD は奏効率に含めない。SD も奏効率に含めてあたかも治療効果が高いかのよ
うに見せる広告などには注意が必要である。しかしながら 2009 年、婦人科悪性腫瘍化学療法研究
機構が行った、従来の tri-weekly TC 療法と新しい weekly (dose-dense) TC 療法のランダム化比較試
験の結果、後者で有意に無憎悪生存期間の延長が認められたため 29、この dose-dense TC 療法が、
2012 年に標準化学療法として加えられた。 
 Dose-dense という考え方は比較的歴史が深い。1825 年 Gompertz は、人の死亡率は年齢と共に S
字曲線を描くことを提唱した 30。これはゴンペルツ成長曲線と呼ばれ汎用性が高く、生物学的な増
殖に関しても、正常組織か悪性腫瘍かに関わらず、この理論に従うと推測された (Fig. 3-6)。すな
わち、固形がんでは、腫瘍は増大するにつれて増殖速度は鈍くなり、増殖期にある細胞の割合も減
少してくることを示している。 
 
 
Fig. 3-6 Gompertzian growth curve 
 
 
43 
 
 その後、1977 年 Norton は、乳がん腫瘍細胞の増殖がこのゴンペルツ曲線に従うと報告し、Simon
と共に dose-dense 化学療法という理論を提唱した 31,32。これは、1 クールの化学療法で縮小した腫
瘍細胞が再び増殖してくる前に、抗がん剤の投与量を減らし、投与間隔および休薬期間を短くして
投与するべきであるという投与スケジュールに関する理論であり、結果的に総投与量を増やすこと
ができる (Fig. 3-7)。この理論が、乳がん治療および卵巣がん治療において有効であることが日本
でも証明され、PTX の 1 回の投与量を半分以下に減量して毎週 (weekly)投与する、dose-dense TC
療法が標準化学療法として確立したのである。 
 Dose-dense、つまり投与間隔を短縮し、総投与量を増やすことで効果が得られるのであれば、ス
マートポリマーを用いた多剤併用局所療法は、究極の dose-dense 療法であると言っても過言ではな
い。以上のような背景から、この TC 療法に代表される多剤併用療法をスマートポリマーで実現す
ることができれば、極めて有意義であると考えられた。 
 
Fig. 3-7 Theory of dose-dense therapy 
 
 
 
3.2. PCL スマートフィルムの作製 
 
 スマートポリマーを基材として得られる医療材料の形態は、メッシュ 9,10、フィルム 33、粒子 34
など様々であるが、例えばメッシュの場合は、電圧などエレクトロスピニングの条件検討だけでも
かなりの時間を要すると考えられ、また安定した製造方法が確立しているという理由から、本研究
では、スマートフィルムを選択した。以下にその作製方法と物性評価の結果を述べる。 
 
3.2.1. 実験 
 
 3.2.1.1. 試薬 
 
 本章で使用した試薬および装置のリストを下記に示す。 
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Table 3-4 Reagent list used in this section 
Reagent Abbreviation Company Location 
1,4-Butandiol 
－ 
Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd. 
Tokyo, Japan 
ε-Caprolactone CL Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd. 
Tokyo, Japan 
Tin (Ⅱ) 2-ethylhexanoate － Sigma-Aldrich Japan Tokyo, Japan 
Tetrahydrofuran THF Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd. 
Tokyo, Japan 
Diethylether － Sigma-Aldrich Japan Tokyo, Japan 
Hexane 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Triethylamine TEA FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Acryloyl chloride 
－ 
Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd 
Tokyo, Japan 
Methanol 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Paclitaxel PTX Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd 
Tokyo, Japan 
Carboplatin CBDCA Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd 
Tokyo, Japan 
Benzoyl peroxide BPO FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
N,N-dimethylformamide DMF FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
 
Table 3-5 Experimental device list used in this section 
Device Model Company Location 
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) JNM AL-300 JEOL Ltd. Tokyo, Japan 
Gel permeation chromatography (GPC) 
－ 
JASCO International 
Co., Ltd. 
Tokyo, Japan 
Thermo gravimeter (TG) TG/DTA 6200 Seiko Instruments Inc. Chiba, Japan 
Alternating magnetic field (AMF) HOT SHOT 2 Ameritherm, Inc. New York, NY, 
USA 
IR-thermo camera CPA-E6 FLIR Systems Japan 
K.K. 
Tokyo Japan 
Differential scanning calorimetry (DSC) Thermo plus 
EVO2 
DSC8231 
Rigaku Corporation Tokyo, Japan 
High-performance liquid 
chromatography (HPLC) column 
CAPCELL 
PAK C18 
UG120 
Osaka Soda Co., Ltd. Osaka, Japan 
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HPLC device Elite LaChrom Hitachi 
High-Technologies 
Corporation 
Tokyo, Japan 
Spectrophotometer UV-1800 Shimadzu Corporation Kyoto, Japan 
 
 
 3.2.1.2. PCL の合成 
 
 PCL および PCL macromonomer の合成反応式を Fig. 3-8 に示した。1,4-Butandiol (1.917 mL, 21.5 
mmol)を 200 mL 用丸底フラスコに投入し、2 hr 減圧脱水した。窒素フロー下で CL (95 mL, 899 mmol)
および触媒として Tin(Ⅱ) 2-ethylhexanoate (約 30 滴)を添加し、120℃、24 hr 反応させた。
Tetrahydrofuran (THF)約 300 mL を加え反応物を溶解し、4 L 用ビーカーに調製した diethylether 1.75 L 
/ hexane 1.75 L へ投入して、再沈殿させることで精製した。核磁気共鳴装置 (NMR)およびゲル濾過
クロマトグラフィー (GPC)により、合成した PCL の構造および分子量を同定した。  
 
 3.2.1.3. PCL マクロモノマー化 
 
 セクション 3.2.1.2.で合成した PCL 約 50 g (10.2 mmol)を 1 L 用ナスフラスコに投入し、THF 300 
mL を添加して溶解した。Triethylamine (TEA) 10 mL (70.5 mmol)に次いで、氷冷、撹拌しながら
acryloyl chloride 4.73 mL (57.3 mmol)を添加し、そのまま 24 hr 撹拌した。2 L 用ビーカーに調製した
methanol 1.5 L へ投入し、5 回再沈殿させることで精製した。NMR により、合成した PCL 
macromonomer (PCL-m)の末端ビニル基導入率を算出した。 
 
 3.2.1.4. PCL フィルムの合成 
 
 セクション 3.2.1.3.で合成した PCL-m、および benzoyl peroxide (BPO)、PTX、CBDCA、 
N,N-dimethylformamide (DMF)を Table 3-6の割合で混合および懸濁し、幅 5－10 mm、内寸 50 mm × 50 
mm × 0.2 mm のテフロンフレームを敷いたガラス板に流し込んだ。もう１枚のガラス板ではさみ、
オーブンに設置して 80℃、3 hr 重合させた。完成した PCL フィルムは、内包した薬剤の漏出を防
ぐために洗浄工程は行わず、φ5 mm にくり抜き、in vitro 薬物放出試験に備えた (Fig. 3-9)。ちなみ
に、Table 3-6 に記載のフィルム No.は、以降本論文中で一貫して使用する。 
 
 
Fig. 3-8 Fabrication of PCL and PCL-m 
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Fig. 3-9 Preparation of cross-linked PCL 
 
 
 
    Table 3-6 Composition list of PCL film 
No. PCL-m (mg) BPO (mg) PTX (mg) CBDCA (mg) DMF (μL) 
1 588.0 12 － － 625.5 
3 576.2 12 12 － 613.0 
5 576.2 12 － 12 613.0 
7 564.5 12 12 12 600.5 
 
 
 
3.2.2. 結果と考察 
 
 3.2.2.1. PCL の構造評価 
 
 セクション 3.2.1.2.で得られた PCL の構造に関して、CDCl3中で
1
H-NMR スペクトルの測定を行
った (Fig. 3-10)。各 1H-NMR スペクトルのシグナルと積分値の同定を行い、シグナル e (termini)に
対するシグナル c の比を算出したところ、19.8H が得られた 35。したがって、約 20 量体の PCL を
1,4-butandiol が連結したリニアポリマーで、また GPC の結果から分子量約 4,900 を有する PCL を合
成することができた。 
 本 PCL の合成で使用されている 1,4-butandiol は、開環重合の開始剤であり、また PCL 骨格を連
結する重要な役割を担っている。1,4-Butandiol のような水やアルコールの水酸基は、その非共有電
子対を介して、CL のカルボニル炭素を求核攻撃する。しかしながら、これら中性の求核剤は、塩
基性の強い、例えばフリーの水酸化物イオンほどの求核性は持っておらず、そのままでは CL を開
環することができない。そのため触媒として、オクチル酸スズ (Tin(Ⅱ) 2-ethylhexanoate)が用いら
れる。スズ原子は CL のカルボニル酸素に配位してカルボニル基を活性化する。このときカルボニ
ル炭素が極めて陽性化されるため、1,4-butandiol 水酸基による求核攻撃および開環重合が進行する
ようになる。スズが触媒として用いられる背景には、金属触媒の分子内エステル交換反応活性を、
Sn > Zn > Zr > Ti > Al とした、Noda らの報告がある 36。オクチル酸スズは、FDA で認可されている
重合触媒で、特にラクトン類との相溶性、低毒性、高い触媒効果、光学純度の低下が少ないなどの
理由から、ラクチドや環状エステルの開環重合に汎用されている 37,38。 
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Fig. 3-10 
1
H-NMR spectrum of PCL 
 
 
 
 3.2.2.2. PCL-m の構造評価 
 
 セクション 3.2.1.3.で得られた PCL-m の構造に関して、CDCl3中で
1
H-NMR スペクトルの測定を
行った (Fig. 3-11)。各 1H-NMR スペクトルのシグナルと積分値の同定を行い、シグナル c を 40H と
仮定した際のシグナル g, h, i の総和を算出したところ、2.74H が得られた。ビニル基導入率 100%の
理論値が 3H であることから、末端ビニル基導入率 91.3%の PCL-m を合成することができた。 
 本 PCL-m の合成における acryloyl chloride と PCL の反応も、セクション 3.2.2.1.と同様に、PCL
の末端水酸基が acryloyl chloride のカルボニル炭素を攻撃する、典型的な求核アシル置換反応、また
は変形の Schotten-Baumann 反応といえる 39,40。反応系には TEA が添加されているが、反応により生
成した H＋を中和する目的であると、一般的には理解される。広義には中和反応かもしれないが、
TEA の作用を単なる中和と考えてしまっては、本反応の醍醐味が半減してしまい、なぜ系を中和し
なければならないかを考慮することが重要である。この場合、H＋の動きに注意が必要で、脱離し
た H＋は PCL の末端水酸基が受け取り、－OH2＋となる。プロトン化された水酸基は求核性を失うた
め、その結果このマクロモノマー化反応は停止してしまう。そのため、それよりも先に H＋をトラ
ップすることができる塩基性物質を系に十分量加えておく必要があり、その役割を担うのが TEA
なのである。しかしながら、TEA の非共有電子対は、PCL の水酸基よりも先に acryloyl chloride と
反応する危険性もあるため (この場合もマクロモノマー化は起こらなくなる)、acryloyl chloride を添
加する前に、PCL と TEA は、あらかじめ十分混合撹拌しておくことで、本マクロモノマー化反応
の成功率が向上することが当研究室の経験則として知られている。この経験則はまだ化学的に検証
されてはいないが、PCL と TEA をプレインキュベーションすることで、PCL の末端水酸基が脱プ
ロトン化して －O－の活性型となり、求核性が増強した状態で acryloyl chloride を添加するという
ひと手間が、本反応の成功率向上につながっているのではないかと考えられる。 
 
48 
 
 
 
Fig. 3-11 1H-NMR spectrum of PCL-m 
 
 
 
3.3. PCL フィルムの物性評価 
 
3.3.1. 融点検証 
 
 3.3.1.1. 実験 
 
 セクション 3.1.4.1.で述べたように、本 PCL フィルムの薬物放出を制御するキーファクターは、
結晶性および融点の低下である。最終的に得られた PCL フィルムの融点を、DSC を用いて検証し
た。装置の試料室内を約 0℃まで冷却し、昇温速度 5℃/min、目標温度 100℃で測定を開始した。フ
ィルム作製前の PCL や PCL-m をコントロールとして用いた。 
 
 3.3.1.2. 結果と考察 
 
 Fig. 3-12 に、DSC 分析の結果を示した。これによると、PCL フィルムの吸熱ピーク、つまり融点
は、生体内温度に近い 40℃付近に調整されていることが示された。フィルム重合前の PCL や PCL-m
の融点は高いままであったことから、部分的な架橋点を導入したことにより結晶性および融点を低
下させることに成功したと考えられる。 
 セクション 3.1.4.1.および Fig. 3-3 で示したように、PCL の重合度や分岐構造、またそれぞれに対
応する架橋後のポリマーの結晶性や相転移温度との相関はこれまでにも報告されており 8,14、生体
内での薬物放出をターゲットとした場合、生体内温度付近に融点を調整する必要があるが、そのた
めには、PCL は 20 量体かつリニア構造 (2 branch)で設計するべきであるというストラテジーが確立
している。やや逆説的ではあるが、本研究における PCL はその既報をリファレンスとして合成さ
れ、得られた PCL フィルムの構造や熱挙動がここに確認された。 
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Fig. 3-12 DSC analyses of various PCL materials 
 
 
 
3.4. 薬物放出試験 
 
3.4.1. 薬剤分析方法 
 
3.4.1.1. 吸光光度法 
 
分析対象となる薬剤の種類や構造、分子量などによって、その分析方法は多岐にわたる。本研究
における分析対象である PTX および CBDCA は、共にイオン性に乏しく、分子量も 1,000 以下で大
きな違いはないことから、GPC を用いての分析も難しいと考えられた。反面、Fig. 3-4 で示した両
薬剤の分子構造、特に π 電子を有する芳香環やエステル構造などを有することから、特異的な紫外
吸収スペクトルを示すと考えられるため、一般的な分光光度計で定量することは可能と思われた。
そこで、70% methanol を用いて調製した 0.5 mg/mL PTX、およびリン酸緩衝生理食塩水 (PBS)を用
いて調製した 0.5 mg/mL CBDCA の紫外-可視吸収スペクトルを測定した。 
 
 3.4.1.2. 高速液体クロマトグラフィー (HPLC)法 
 
両薬剤が疎水性基を有することに着目し、オクタデシルシリル化シリカゲル (ODS)カラムを用い
た HPLC 法を検証した。いわゆる逆相モードに分類される ODS は、球状シリカゲル粒子にオクタ
デシル基 (C18)を被覆した表面構造を有し、分析対象物質を疎水性相互作用の小さいものから大き
いものへと順に、分離、検出することを可能にする。逆相と呼ばれる所以は、1903 年 Tswett が報
告したCaCO3カラム (高極性)とエーテル系移動相 (低極性)を用いた葉緑素の分離に端を発する
41。
このような、シリカなど固定相の極性が移動相よりも高い場合の分離モードを順相と呼ぶ 42。しか
しながら、当初から順相という名称で呼ばれていたわけではなく、1969 年頃から ODS が登場し始
めると 43、固定相の極性が移動相よりも低い、それまでとは全く逆の分離モードを有するカラムと
いう意味で、先に存在した方を順相、後から登場した方を逆相と呼ぶようになった。 
 順相カラムは、官能基の付かないシリカゲルや、アミノプロピル基を結合させたシリカゲルなど
が知られている (Fig. 3-13A)。このシリカゲル表面は、-Si-OH のような化学処理が施されており、
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分析対象物質の水酸基やアミノ基との間に発生する親水性相互作用により、異性体や構造の類似し
た物質の分離、糖類および抗がん剤であればシスプラチンなどの分析に利用される 44,45。親水性相
互作用とは、水素結合や静電相互作用を意味するが、順相クロマトグラフィーの主たる原理は、分
析対象物質における、固定相と移動相の間の分配の制御に基づいている。つまり、移動相には通常
極性の低い hexane や chloroform などが用いられるが、極性の高い ethanol などのアルコール類、場
合によっては水の添加率を変えることで、溶出の速度を制御することができる。分析後の系に水が
ほとんど含まれていないことから、分析対象物質の加水分解の抑制や、濃縮、乾固が容易であるな
どのメリットがある。しかしながら、大量の有機溶媒の排水が出るなどの問題もあり、逆相モード
へのシフトが検討されるなど 46、一般的な分離・分析の汎用性としては逆相カラムにその座を譲っ
ていると言える。 
 一方で逆相カラムは、上述したように疎水性相互作用を利用した分離モードであるが、最大の特
長は、移動相として水と methanol、acetonitrile などの有機溶媒との混合溶液を用いることが出来る
利便性と、その混合比率を変化させたグラジエント溶離によって、分離の向上や測定時間の短縮を
実現できることであると考えられる。上述した順相シリカゲル表面を、長鎖アルキルクロロシラン
を用いて化学修飾することによって製造することが可能で (Fig. 3-13A)、C18 基以外にも、アルキ
ル鎖長の異なる官能基 (C8 など)が結合された製品も存在する。また、逆相カラムの性能を左右す
る要因として、官能基の置換率、そしてエンドキャップの有無が挙げられる。官能基の置換率とは
文字通り相互作用の場を示し、改めて言及する必要もないと思われるが、重要なのは、官能基の未
置換部分、いわゆる残存シラノール基が化学処理によってマスキングされているかどうかである。
このマスキングをエンドキャッピングと呼び、主にトリメチルシリル (TMS)基がその処理に用いら
れる (Fig. 3-13B)47,48。これにより、特に塩基性化合物の保持力や非特異相互作用などを改善するこ
とが可能となるが、逆に残存シラノール基の吸着作用を利用する分析手法も存在するため 49、敢え
てエンドキャップをしていない製品もあり、目的に応じたカラムの選択が必要不可欠であると考え
られる。いずれにしても、逆相カラム、特に ODS は物理的、化学的にも安定であり、抗がん剤を
はじめ多くの薬剤が疎水性基を有することからも汎用性が高く、HPLC 技術を広く普及させる一因
となった 48。 
そこで、PTXおよびCBDCAの分析方法を確立するため、70% methanolを用いて調製した両薬剤、
それぞれ 0.5 mg/mLの混合溶液をHPLCで分析した。カラムは、CAPCELL PAK C18 UG120 (5 μm, 4.6 
mmI.D. × 250 mm)を、HPLC 装置 Elite LaChrom に装着して用いた。移動相は acetonitrile 0-80%のグ
ラジエントとし、上述の混合溶液 20 μL を流速 1.0 mL/min で注入した。カラムオーブンは 30℃に
維持し、吸光度 230 nm にて検出した。また、ピークの帰属のために混合溶液ではなく、PTX およ
び CBDCA それぞれ単独で分析した結果と比較した。 
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Fig. 3-13 (A) Octadecylation of silica gel
47
 and (B) end-capping method after octadecylation
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3.4.2. In vitro 薬物放出試験 
 
セクション 3.2.で作製したスマートフィルムを、24 well マイクロプレートに 1 枚ずつ設置し、PBS
を 2 mL/well 添加した。マイクロプレートのフタを被せ、隙間をパラフィルムで養生し、37℃に静
置した。PBS は半量 1 mL を実験開始 1 日、2 日、3 日、4 日、7 日、14 日、21 日、28 日に回収し、
その都度新しい PBS 1 mL を添加した。回収液中の薬剤濃度をセクション 3.4.1.2.で述べた HPLC 法
で測定し、以下の計算式Eq. 3-1により薬剤仕込み量を 100%として、累積の徐放率としてまとめた。 
 ここで、外液 PBS の交換を半量 1 mL で行うことの意義について触れておく。薬物放出等、物質
の拡散に関する基本法則であるフィックの法則によると、物質の拡散流束は濃度勾配に比例する。
したがって、薬物放出を効率よく行うためには、またそれを正確に評価するためには、外液は無限
希釈もしくは頻繁な液交換が必要となる。しかしながら、試験容器中の (well 中の)すべての溶液を
交換した場合、容器中に残存する液滴、特にフィルム等材料周囲に付着した液滴を新たに交換した
溶液中に持ち込んでしまうことになり、次回の回収液中の測定値は正確な値を示さない。例えばこ
の時、試験容器を都度新しいものに交換することは構わないと考えられるが、フィルム等材料周囲
の液滴を洗い流す、または拭き取るなどの行為は、材料内部の薬剤をも漏出させてしまう危険性が
あるため、避けなければならないであろう。そこで、液交換は常に半量とすれば、Eq. 3-1 に示した
ように、n 回目の測定値から前回 (n-1 回目)の測定値の半量を減じることで、リーズナブルな結果
が得られると考えられる。 
 
 
(Eq. 3-1) 
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3.4.3. 結果と考察 
 
 3.4.3.1. 薬剤分析方法 
 
 Fig. 3-14に、吸光光度法による紫外-可視吸収スペクトルの分析結果を示した。PTXおよびCBDCA
は、それぞれ強い紫外吸収スペクトルを示したが、同じ様な波長領域に吸収帯を有するため、2 剤
内包試料からの溶出を正確に評価することは難しいと考えられた。 
 
Fig. 3-14 UV-Vis absorption spectrum of PTX and CBDCA 
 
 
 この場合は、HPLC 法を用いてそれぞれ分離、濃縮して分析するのが妥当であろう。その結果、
溶出時間約 6 min、18 min に顕著なピークを検出した (Fig. 3-15)。これらのピークの帰属を検証す
るために、PTX および CBDCA の混合溶液ではなく、それぞれ単独かつ同様の HPLC 条件で分析し
たところ、溶出時間 6 min のピークが CBDCA、18 min のピークが PTX であることが示された (Fig. 
3-16)。本研究においては、脂溶性の高い PTX の溶出の方が遅く、18 min のピークに帰属されるこ
とは容易に察することができるであろう。しかしながら、一般的に HPLC の結果から物質を同定す
るためには、Fig. 3-16 のようなスタンダードとの比較、もしくは分取した溶離液に関して、紫外-
可視吸収スペクトル、各種電気泳動、ウエスタンブロッティング、または LC/MS などを用いて分
析する必要がある。いずれにしても PTX および CBDCA を、HPLC 法を用いて同時に分析すること
が可能であった。以降、本研究における薬剤の定量分析は、この HPLC 法を用いて行った。 
 
Fig. 3-15 Chromatographic analysis of PTX and CBDCA using HPLC method 
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Fig. 3-16 Individual analysis with HPLC for peak attribution 
 
 
 
 3.4.3.2. In vitro 薬物放出試験 
 
 In vitro 薬物放出試験において、2 剤内包することにより示される放出挙動の変化と、相互作用の
検証を行った (Figs. 3-17, 3-18)。フィルム No. は、合成条件のセクションで示した Table 3-6 に対応
しており、各 n=3の平均値を示した。統計解析として Microsoft Excel 2016を用いた t 検定を実施し、
p < 0.05 を統計的有意とした。 
 
 3.4.3.2.1. PTX の測定結果 
 
2 剤内包フィルムからの PTX の溶出は、単剤内包フィルムと比較して、統計的な有意差は見られ
なかったが、3 日目など増大傾向 (0.05 < p < 1)を示す測定ポイントも観察された (Fig. 3-17)。 
 
 3.4.3.2.2. CBDCA の測定結果 
 
2 剤内包フィルムからの CBDCA の溶出も、単剤内包フィルムと比較して、統計的な有意差は見
られなかった (Fig. 3-18)。 
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● PTX 単剤内包フィルム (No. 3) 
● 2 剤内包フィルム (No. 7) 
 
Fig. 3-17 Release profile of PTX from PTX-impregnated and  
PTX and CBDCA-impregnated PCL film 
 
 
● CBDCA 単剤内包フィルム (No. 5) 
● 2 剤内包フィルム (No. 7) 
 
Fig. 3-18 Release profile of CBDCA from CBDCA-impregnated and 
PTX and CBDCA-impregnated PCL film 
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3.4.3.3. 信頼区間 
 
 一般的に薬剤が内包された部分のポリマーは結晶化しないと考えられるため、本研究においても、
2 剤内包することで PCL の結晶性が低下し、薬物放出は加速されると仮説を立てていた。Figs. 3-17, 
3-18 の結果より、n=3 で測定した平均値は、当初の予想通り 2 剤内包フィルムからの溶出の方が増
大していたが、バラツキが大きく、統計的有意差は認められなかった。しかしながら近年、この t
検定による統計解析を自粛もしくは回避しようとする動きが世界規模で広がりつつある 51。これは、
t 検定が平均値 1 点における比較であることに起因しており、例えば新薬の有効性試験などの解析
において、有意差なし＝効果なし という誤った解釈がなされる危険性があると指摘されている。
そこで文献 No. 51 では、母集団の平均などを幅 (区間)を持たせて推定、つまり、母平均の信頼区
間を解析することを推奨している。そこで、本結果の有効性や有意性を詳細に検証するため、2 剤
内包フィルムにおける、単剤内包フィルムの放出率に対する優越性の、95%信頼区間を、Microsoft 
Excel 2016 を用いて算出した。 
 結果を Fig. 3-19A および Fig. 3-19B に示した。これらは母平均の差の信頼区間を示しており、両
薬剤の放出率の差が、95%の確率でこの区間に入ることを意味している。数値“0”は両者に差が
無いことを意味し、プラスの数値は 2 剤内包フィルムの薬物放出率が大きいこと、マイナスの数値
は単剤内包フィルムの薬物放出率が大きいことを示している。一般的には、すべての測定ポイント
において、区間が“0”をまたいでいるため、今回の系では、両者の間に統計的な有意差は認めら
れないという解釈になる。しかしながら、プラス側の区間に入る確率も大きいことから、やはり薬
剤の添加と結晶性の低下は、薬物放出と相関するポテンシャルを有するのではないかと考えられ、
n 数を増やすなどして更なる追加検証は必要であると考えられた。 
 
 
 
Fig. 3-19 Confidence intervals of two-drug-impregnated films’ superiority 
in the release ratio of (A) PTX and (B) CBDCA. 
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3.4.3.4. 結晶化度 
 
 結晶化度は、各フィルムの DSC 分析の結果から、その融点におけるエンタルピー変化 (ΔHm)を、
100%結晶化 PCL の文献値に対する比として、以下の関係式 Eq. 3-2 により算出した 14。 
 
Crystallinity (%) = ΔHm/142 ×100   (Eq. 3-2) 
 
その結果、薬剤を内包しないフィルム (No. 1)と比較して、薬剤内包フィルム (No. 3, 5)の方が結晶
性が低下しており、また単剤よりも 2 剤内包フィルム (No. 7)の方がより低下していることが示さ
れた (Fig. 3-20)。また、それぞれに対応する薬物放出の、Fig. 3-17 および Fig. 3-18 の結果を重ねて
みると、2 剤内包により PCL の結晶性が低下し、それに伴い薬物放出は加速するポテンシャルを、
やはり有していると考えられた。今回は 2 剤内包の系ということで、ポリマー内での各薬剤の分散
性や溶出速度の違いなどに起因する相互作用も起こり得たと考えられ、それらがデータバラツキの
要因になった可能性も考えられた。 
 
  
 
Fig. 3-20 Correlation between crystallinity and drug release in films  
containing (A) PTX and (B) CBDCA 
 
 
 
3.5. 相互作用検証 
 
3.5.1. 薬剤－薬剤間相互作用 
 
 PTX および CBDCA の混合における薬剤間相互作用に関して検証した。検証方法は、塩野義製薬
が公開している、配合変化表の試験方法に準じて行った 52。DMF を用いて調製した 0.5 mg/mL PTX
と 0.5 mg/mL CBDCA を当量 (1:1)混合し、フィルム合成時と同じ 80℃、3 hr 反応させ、反応後溶液
の外観変化、および反応前後の HPLC (セクション 3.4.1.2.と同様に実施)のピーク面積比を残存力価
と定義して検証した。その結果、PTX、CBDCA 共に、反応後の外観に変化はなく、残存力価はそ
れぞれ、93.1±0.554%、98.0±1.99%であった。したがって、PTX および CBDCA の混合における薬
剤間相互作用は、本研究においては極めて低いと考えられた。 
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3.5.2. 薬剤－材料間相互作用 
 
 PTX および CBDCA と PCL との薬剤－材料間相互作用に関して検証した。検証方法は、Fig. 3-21
に示したように、シンプルな反応系を構築して行った。セクション 3.2.1.3.で作製した PCL-m 5 mg
に、DMF 100 μL、DMF で調製した 1 mg/mL PTX もしくは CBDCA 50 μL を添加して混合し、フ
ィルム合成と同じ 80℃、3 hr 反応させ、反応上清中の薬剤量をセクション 3.4.1.2.で示した HPLC
法により測定した。その結果、PTX、CBDCA 共に、上清中の薬剤量は PCL の有無に関わらず、反
応前後でほとんど変化がなかった (Fig. 3-22)。したがって、PTX および CBDCA と PCL との薬剤－
材料間相互作用は、極めて低いもしくは無視できると考えられた。 
 
 
Fig. 3-21 Schematic illustration of the experimental system  
for evaluating drug-PCL interaction. 
 
 
 
 
Fig. 3-22 Drug amount in the supernatant with and without PCL. 
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3.6. 第 3 章のまとめ 
 
 以上、第 3 章で得られた知見を以下にまとめた。 
 
 
 Table 3-7 Summary of Chapter 3 
 
 
・PCL は、分岐、架橋、鎖長のアレンジで結晶性を制御でき、薬物放出基材として適していた。 
・PTX および CBDCA を内包し、融点を 40℃付近に有する PCL フィルムを合成した。 
・薬剤の内包によって PCL の結晶性が低下した。 
・単剤内包と 2 剤内包で、薬物放出に大きな差はなかった。 
・PTX および CBDCA の薬剤間相互作用、また PCL との薬剤－材料間相互作用は低かった。 
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第 4 章 
 
無機－有機複合材料を用いた薬物放出 
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4.1. 諸言 
 
 本章では、無機－有機複合材料を用いた薬物放出として、磁性ナノ粒子 (MNPs)－ポリカプロ
ラクトン (PCL)の複合材料を取り上げ、その薬物放出や相互作用を検証する。 
 
4.1.1. MNPs－PCL 複合化の意義 
 
温熱療法の問題点の一つとして、身体全体が加温されることによる発汗や脱水症状、それに伴
う倦怠感などが指摘されているが、井藤らは、温熱療法に DDS の概念を取り入れた 1。つまり、
セクション 1.4.4.で述べたような医療用リポソーム内に MNPs を封入し、腫瘍組織に到達させた
後に外部から磁場を与え、これにより、がん細胞のみを直接加温することができるという手法で
ある。しかしながら、一般的に温熱療法は、高濃度ビタミン C 点滴療法や免疫療法などと並び補
助療法という位置付けにあり、他の治療法が不可能な場合を除き、単独ではなく三大標準治療法 
(外科手術、化学療法、放射線療法)などと共に、いくつか併用して実施されることが多い 2。 
それではそのリポソーム内に、MNPs だけでなく抗がん剤も封入すれば良いかというと、そう
単純ではなく、化学療法と温熱療法を併用するには効かせ方やタイミングが極めて重要となる。
基本的にはそれらを同時に作用させることで抗腫瘍効果が増大することが知られており 3、この
理由として、温熱療法の加温によりがん細胞の細胞膜が変性して、抗がん剤を取り込みやすくな
るためと考えられている 4。従来のリポソーム製剤からの薬物放出は、膜の透過性を利用した自
然拡散やマクロファージの貪食による小胞の崩壊が律速となるものが多く 5、それゆえ磁場の印
加による発熱と同じタイミングで能動的に薬物放出を制御することは、これまでは非常に難しか
ったと言える。 
そこでキーマテリアルとなるのが、スマートポリマーである。近年、温度応答性ポリマーとし
て知られる、ポリ(N-イソプロピルアクリルアミド)を応用したリポソームや高分子ミセル型の
DDS キャリアが報告され、温度変化をトリガーとした薬物放出制御の方法論が示された 6。一方
で Fig. 4-1 は、リポソームや高分子ミセル型 DDS 製剤の作用機序を示しているが、ここに輸送型
DDSの限界があると言われる 7。輸送型DDSにおいて重要な役割を担うのがEnhanced Permeability 
and Retention (EPR)効果である 8。EPR 効果とは、腫瘍周辺における血管透過性の亢進のため、高
分子薬剤が血管壁を抜けて高い腫瘍内蓄積性を示すという特性を意味し、基本的に抗がん剤の研
究はこの EPR 効果が基盤となっている。しかしながら、その腫瘍集積性は高々10%程度であり、
残りの 90%は標的部位以外に拡散または代謝され、副作用や長期毒性の原因になる場合があると
報告されている 7。 
 
Fig. 4-1 Schematic illustration of functional mechanism of liposomal formulation
9
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 一方で、移植型 DDS 製剤は、薬剤を局所に高濃度作用させることが可能である反面、一度移
植してしまうと uncontrolable であることがデメリットとして認識されてきた。しかしながら近
年、化学療法と温熱療法を同時に実現できる、スマートポリマーを用いた controlable な移植型
DDS 製剤が報告されている 3,10,11。簡潔に言うと、温度応答性のスマートポリマーにあらかじめ薬
剤と MNPs を内包しておき、外部交流磁場の印可により発熱した MNPs がポリマーをアモルファ
ス化することで、薬剤が効果的に放出される。Fig. 4-2 に本ストラテジーの模式図を示す。このよ
うな One-pot タイプであることには非常に意義がある。例えば、熱源である MNPs を内包せず、
従来の温熱療法を薬物放出制御のトリガーとして利用した場合、パフォーマンスステータス 3 以
上の進行がん患者では、上述したように、このサウナ風呂のような温熱環境には耐えることがで
きない 4。また日本ハイパーサーミア学会によると、実際の温熱療法では、がん細胞を理論通り
の 42.5℃以上に加温することは一般的に難しく、40-42℃のマイルドハイパーサーミアと呼ばれる
状態にあると言われている。そのため、スマートポリマーの温度応答性を制御するには、その効
率もあまり良くないと見られる。したがって、本法のモデルのように One-pot タイプとすること
で、MNPs の熱エネルギーをがん細胞に直接作用させられるだけでなく、スマートポリマーの結
晶－非晶相転移にも効率よく働き、ストラテジー通りの抗腫瘍効果が得られると考えられる。 
 
 
 
 
Fig. 4-2 Schematic illustration of drug release strategy using smart materials 
 
 
 
4.1.2. MNPs 
 
MNPs とは常磁性を有するナノサイズの粒子を意味し、酸化鉄およびその類縁物質を指す場合
が多い。酸化鉄ナノ粒子は生体安全性が高く、上述したような温熱療法や、核磁気共鳴画像法 
(MRI)のコントラスト造影剤としても実用化されている。多くの結晶型が知られているが、本研
究で用いるのは γ 相の酸化鉄(Ⅲ) (γ-Fe2O3)、粒径 < 50 nm のナノパウダーで、特にフェリ磁性を
示す。フェリ磁性とは、スピン (磁気モーメント)の向きが正反対の磁性イオンを有しながら、そ
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れらが等価ではないために打ち消し合うことがなく、全体として強い磁性を示すもので、医療機
材として応用されている。γ-Fe2O3の他に医療用として汎用されているものに、四酸化三鉄 (Fe3O4)
がある。これらの磁性体が医療用途に適している理由は、合成方法が比較的容易であることや、
物理的、化学的に安定であること、原料が安価であることなどが挙げられる。さらにこれらの磁
性体は、10 nm 以下のナノ粒子になると、超常磁性という性質を帯びるようになる。超常磁性と
は、磁場を取り除くと磁化がほぼゼロになる性質であり、これにより血管内でも凝集や閉塞する
ことなく、速やかに分散することができる 12。 
一方で、酸化鉄粒子の表層は容易に水和し、表面水酸基を生成している (Fig. 4-3)13。例えば、
γ-Fe2O3は等電点が 5.5 であるため、生理的環境においては負電荷を有することから、吸着や置換
など様々な特徴的な表面化学反応を示す。これは金属酸化物に広く見られる性質で、土壌中の有
害元素や重金属イオンの吸着や浄化にも役立っている 14。 
 
 
Fig. 4-3 Hydration of iron oxide surface
13
 
 
 
4.2. 実験 
 
4.2.1. 試薬 
  
 本章で使用した試薬および装置のリストを下記に示す。 
 
Table 4-1 Reagent list used in this section 
Reagent Abbreviation Company Location 
1,4-Butandiol 
－ 
Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd. 
Tokyo, Japan 
ε-Caprolactone CL Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd. 
Tokyo, Japan 
Tin (Ⅱ) 2-ethylhexanoate － Sigma-Aldrich Japan Tokyo, Japan 
Tetrahydrofuran THF Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd. 
Tokyo, Japan 
Diethylether － Sigma-Aldrich Japan Tokyo, Japan 
Hexane 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Triethylamine TEA FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Acryloyl chloride 
－ 
Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd 
Tokyo, Japan 
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Sodium chloride 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Potassium chloride 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Disodium hydrogenphosphate 12-water 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Potassium dihydrogen phosphate 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Methanol 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Paclitaxel PTX Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd. 
Tokyo, Japan 
Carboplatin CBDCA Tokyo Chemical 
Industry Co., Ltd 
Tokyo, Japan 
Acetonitrile for HPLC 
－ 
FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Benzoyl peroxide BPO FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
N,N-dimethylformamide DMF FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Iron (Ⅲ) oxide nanopowder (< 50 nm) MNPs Sigma-Aldrich Japan Tokyo, Japan 
Dichloromethane － FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Toluen － FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
p-Xylene － FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Potassium bromide KBr FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Sodium perchlorate － FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
Perchloric acid － FUJIFILM Wako Pure 
Chemical Corporation 
Osaka, Japan 
 
Table 4-2 Experimental device list used in this section 
Device Model Company Location 
Spectrophotometer UV-1800 Shimadzu Corporation Kyoto, Japan 
High-performance liquid 
chromatography (HPLC) column 
CAPCELL 
PAK C18 
UG120 
Osaka Soda Co., Ltd. Osaka, Japan 
HPLC device Elite LaChrom Hitachi 
High-Technologies 
Corporation 
Tokyo, Japan 
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Thermo gravimeter (TG) TG/DTA 6200 Seiko Instruments Inc. Chiba, Japan 
IR-thermo camera CPA-E6 FLIR Systems Japan 
K.K. 
Tokyo Japan 
Differential scanning calorimetry (DSC) Thermo plus 
EVO2 
DSC8231 
Rigaku Corporation Tokyo, Japan 
Contact angle meter Drop Master 
500 
Kyowa Interface 
Science Co., Ltd. 
Saitama, Japan 
Fourier transform infrared spectroscopy 
(FT-IR) 
Frontier FT IR PerkinElmer Japan Co., 
Ltd. 
Kanagawa, Japan 
 
 
 
4.2.2. MNPs－PCL 複合化フィルムの作製 
 
 MNPs を添加した以外は、セクション 3.2.と同様に、Table 4-3 の割合で作製した。 
 
Table 4-3 Composition list of PCL film 
No. PCL-m (mg) BPO (mg) PTX (mg) CBDCA (mg) MNPs (mg) DMF (μL) 
1 588.0 12 － － － 625.5 
2 392.0 7.8 － － 200 417.0 
3 576.2 12 12 － － 613.0 
4 380.2 7.6 12 － 200 404.5 
5 576.2 12 － 12 － 613.0 
6 380.2 7.6 － 12 200 404.5 
7 564.5 12 12 12 － 600.5 
8 368.5 7.4 12 12 200 392.0 
 
 
 
 
 
4.2.3. 熱分析 
 
 4.2.3.1. 実験 
 
 MNPs が正確かつ効率よく内包されているか検証を行った。薬剤を内包しないフィルム (No. 2)
の条件において、MNPs 添加量を 150 mg (138.6 mg, 23.1wt%)、200 mg (200 mg, 33.3wt%)、250 mg 
(247.2 mg, 41.2wt%)に変更してそれぞれ PCL フィルムを合成し (括弧内は実際に秤量して仕込ん
だ MNPs 量と、その際の溶質に対する添加率を示す)、10℃/min、25－500℃の条件で熱重量分析 
(TG)を行った。MNPs を添加しない PCL フィルム (No. 1)、および MNPs のみをコントロールと
して用い、それぞれ 0.00wt%群、100wt%群とした。試験開始前の試料重量を 100%とし、500℃に
昇温後の残留試料の重量%を MNPs 添加率と定義した。 
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 4.2.3.2. 結果と考察 
 
 Fig. 4-4 に熱分析のプロフィール、および Table 4-4 に本検証により実測された MNPs の添加率
と仕込み量との相関を示した。その結果、実測値と仕込み量がほぼ等しく、MNPs は効率よく PCL
フィルムに内包させることが可能で、かつ添加率は仕込みの段階で制御可能であることが示され
た。 
 
 
Fig. 4-4 Thermogravimetric analysis of PCL films with different MNPs loadings 
 
 
Table 4-4 Correlation between preparation amount and measured value in MNPs addition rate 
Preparation amount 23.1wt%、 33.3wt% 41.2wt% 
Measured value 19.5wt%、 31.6wt% 46.8wt% 
 
 
 
4.2.4. 発熱挙動 
 
 4.2.4.1. 実験 
 
 セクション 4.1.1.で述べたように、本 PCL フィルムを用いた薬物放出は、外部交流磁場の印加
による MNPs の発熱がトリガーとなる。そのため、PCL フィルムに実際に交流磁場を印加した際
の発熱挙動を検証した。MNPs 添加率を 0wt%、19.5wt%、31.6wt%、46.1wt%で変化させて合成し
た PCL フィルムを 2.0 cm2にカットし、銅製コイル内に設置した。誘導加熱電源装置から交流磁
場 (1.1 kA/m, 281 kHz, 4.0 V)を 6 min 照射し、発熱挙動は IR-サーモカメラで得られた画像から評
価した。なお、上記の MNPs 添加率は、セクション 4.2.3.と同様に TG 分析で実測された値である。 
 
 4.2.4.2. 結果と考察 
 
 Fig. 4-5 に、MNPs 添加率 0wt%および 31.6wt%で合成された PCL フィルムの、IR-サーモカメラ
画像を示した。これによると、交流磁場印加前の PCL フィルムは 20-22℃程度を示しているが、
交流磁場印加後、MNPs を内包しない PCL フィルムの温度はほとんど変化しないのに対し、MNPs
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を内包した PCL フィルムの温度は速やかに上昇した。また Fig. 4-6 は、各フィルムの発熱挙動の
経時変化を示しているが、発熱温度は、内包した MNPs の量依存的に増加した。したがって本
MNPs－PCL 複合フィルムは、外部交流磁場の印加により発熱し、PCL フィルムの相転移を誘導
できるポテンシャルを有することが確認された。 
 
 
Fig. 4-5 The infrared thermal images of the PCL film with (A) 31.6wt% and 
(B) 0wt% MNPs loading, in a copper coil 
 
 
 
 
Fig. 4-6 The heating profile of PCL-film with different MNPs loading 
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4.2.5. 融点検証 
 
 4.2.5.1. 実験 
 
 本 MNPs－PCL 複合化フィルムの薬物放出を制御するキーファクターは、結晶性および融点の
低下である。最終的に得られた MNPs－PCL 複合化フィルムの融点を、DSC を用いて検証した。
装置の試料室内を約 0℃まで冷却し、昇温速度 5℃/min、目標温度 100℃で測定を開始した。フィ
ルム作製前の PCL や PCL-m をコントロールとして用いた。 
 
 4.2.5.2. 結果と考察 
 
 Fig. 4-7 に、DSC 分析の結果を示した。これによると、MNPs 内包の有無にかかわらず、PCL
フィルムの吸熱ピーク、つまり融点は、生体内温度に近い 40℃付近に調整されていることが示さ
れた。また、MNPs－PCL 複合化フィルムの方が、MNPs を内包していない PCL フィルムと比較
して、わずかに融点が高温側にシフトしている様子が観察された。そこで、セクション 4.2.3.と
同様に実施した TG 分析により、MNPs 添加率既知の種々の PCL フィルムを作製し、DSC 分析を
行った結果を Fig. 4-8A に示した。また、各融点におけるエンタルピー変化 (ΔHm)を算出し、セク
ション 3.4.3.4.と同様に結晶化度を測定し、比較した結果を Fig. 4-8B に示した。 
 これによると、MNPs の添加率に応じて融点および結晶化度が上昇していることが示された。
この理由として、PCL フィルムに MNPs を内包させた場合、それらが物理的障害物となり PCL
同士の分子間距離が増加することから架橋形成が不利な状態になるため、結果として結晶性およ
び融点の上昇を示したと考えられる。また、フィルム重合前の PCL や PCL-m の融点は高いまま
であったことから、部分的な架橋点を導入したことにより結晶性および融点を低下させることに
成功したと考えられる。 
 
 
Fig. 4-7 DSC analyses of various PCL materials 
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Fig. 4-8 (A) DSC analysis of PCL films with different MNPs loading and 
(B) their melting points and crystallinity 
 
 
 
4.2.6. In vitro 薬物放出試験 
 
37℃および 45℃に静置した以外は、セクション 3.4.2.と同様に行った。一般的にハイパーサー
ミアは一定のインターバルで行われるが、本研究では簡単のために、45℃群は実験期間中終始
45℃に静置された。薬剤分析方法は、セクション 3.4.1.2.と同様に HPLC 法で行った。フィルム
No. は、合成条件のセクションで示した Table 4-3 に対応しており、各 n=3 の平均値を示した。 
 
 4.2.6.1. パクリタキセル (PTX)の測定結果 
 
MNPs も温熱刺激も加えないフィルムと比較して、MNPs 添加フィルムからの放出は、わずか
に減少した。これは相互作用というよりは、セクション 4.2.5..で述べた通り、MNPs の添加によ
って PCL フィルムの結晶性が上がり、薬物放出にとってバリアとして作用するためであると考え
られる。また、温熱刺激を加えたフィルムからの放出は、顕著に減少した。温熱刺激下で PTX の
放出は増大すると予想していたため、本事象の要因となっている相互作用に関して、次セクショ
ンで詳細に検証する。 
 
 
● PTX のみ (No. 3, 37℃) 
● PTX + MNPs (No. 4, 37℃) 
● PTX + 温熱刺激 (No. 3, 45℃) 
● PTX + MNPs + 温熱刺激 (No. 4, 45℃) 
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Fig. 4-9 Release profile of PTX with or without MNPs loading at 37℃ or 45℃ 
 
 
 
 4.2.6.2. 温熱刺激により PTX の溶出が減少する事象について 
 
 PTX は水に対する溶解度が 0.2 μg 程度と極めて脂溶性である 15。そのため、リン酸緩衝生理食
塩水 (PBS)中に溶出するよりも PCL の中に潜んでいた方が安定であると考えられる。しかしなが
ら、その性質が温熱刺激により変化する、言い換えれば温度依存性と関連付けるのは、なかなか
容易なことではない。その理由として、今回検証および調査された PTX および PCL の熱的性質
が、本事象とは真逆の結果、つまり温熱刺激による PTX の溶出促進を示唆するものが多いためで
ある。以下に、その内容を示す。 
 
  4.2.6.2.1. PCL の透過性 
 
 文献 No. 16 では、Fig. 4-10 に示したような 2 層式の拡散容器を用いて、仕切りであるスマート
メンブレンが外部温度刺激に応答してアモルファス化することで、薬剤 (この場合プレドニゾロ
ン)の透過性を増大させることを実証した 16。したがって、本研究における温熱刺激も PCL フィ
ルムの透過性を増大させ、それに伴い PTX の放出は増大するはずであると予想されていた。 
 
 
Fig. 4-10 Drug permeability of PCL by thermal stimulation 
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  4.2.6.2.2. 接触角 
 
脂溶性物質と材料の疎水性相互作用といえば、材料の濡れ性、接触角の検証が必要と考えられ
る。薬剤も MNPs も内包していない PCL フィルム (No. 1)を 37℃および 45℃で 10 min プレイン
キュベーションし、それぞれの温度に保ったまま、ミリ Q 水着滴 5 sec 後の接触角を液滴法によ
り測定した (Figs. 4-11, 4-12)。その結果、45℃群がわずかに濡れにくくなっていることが示され
たが、それほど大きな差ではなく、また、結晶－非晶相転移においては、PCL フィルム表面の粗
さも変わってくることから 17、濡れ性の温度依存性だけで本件を裏付けることは難しいと考えら
れた。 
 
 
Fig. 4-11 Contact angle of PCL film at 37℃ and 45℃ 
 
 
 
 
Fig. 4-12 Droplet photograph in contact angle test at (A) 37℃ and (B) 45℃ 
 
 
 
 4.2.6.2.3. アレニウスプロット 
 
 直接的な検証として、PTX の PCL フィルムに対する吸着親和性に温度依存性があるか検証し
た。薬剤も MNPs も内包しない PCL フィルム (No. 1, φ4 mm × t2 mm)に、10 μg/mL PTX および
CBDCA の PBS 溶液を 0.1 mL 添加し、33-49℃で 1 hr 反応させた。上清の薬剤濃度を、セクショ
ン 3.4.1.2.で述べた HPLC 法で測定した。得られた結果から、縦軸に平衡定数 K の対数、横軸に
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絶対温度 T の逆数をプロットし Fig. 4-13 に示した。ここで平衡定数は、K = (PCL 吸着量) / (上清
残存量) と定義した。その結果、PTX の PCL に対する吸着に温度依存性があることが示された。
CBDCA ではそのような関係性は見られなかったので、脂溶性の高い PTX に特有の現象であると
考えられた。CBDCA に関して、低温側から 1 番目 (33℃)と 2 番目 (37℃)のプロット間で急激な
変化が見られたが、縦軸が対数であることと、PTX の 1/100 程度の値であることから、検証温度
範囲において相対的にほとんど変化していないと見て差し支えないと考えられる。また、PTX に
関して、アレニウスプロットの傾きが意味する、結晶－非晶相転移における活性化エネルギーの
議論を想定して本検証を行ったが、明確な変曲点は見られなかった 18,19。 
本検証により、温熱刺激により PTX の溶出が減少する事象を再現することができ、PTX と PCL
の吸着相互作用に温度依存性があることが示された。しかしながら、なぜその吸着相互作用に温
度依存性があるのか、根本的な部分でまだ解明には至っておらず、次セクションにて分配係数 log 
P の考察なども合わせ、更なる検証を行う。 
 
 
Fig. 4-13 Temperature dependence of drug adsorption on PCL film 
 
 
 
 4.2.6.2.4 分配係数検証 
 
物質の脂溶性の指標として用いられるのが分配係数である。分配係数とは、対象物質が水と n-
オクタノールなどの 2 相系において双方に分配される比率を意味し、温度、圧力が一定ならば分
配係数は一定となる。一般的に、分配係数 P = (有機溶媒相の濃度) / (水相の濃度) で表され、さ
らに常用対数を用いて Eq. 4-1 のように表され、数値が大きいほど脂溶性が高いことを示す 20,21。 
 
Log P = Δμo / 2.303 RT  (Eq. 4-1) 
 
このとき、Δμ0は水相および有機溶媒相における化学ポテンシャルの差 (μw
0－μo
0
)、Rは気体定数、
T は温度である。温熱刺激下において T が上昇すると log P が減少、つまり水相への分配率が上
昇することから薬物放出はやはり増大すると考えられる。しかしながら、化学ポテンシャルも含
めた詳細な考察を行うために、以下のように log P の測定を試みた。 
Log P の測定は、HPLC 法を用いた 22,23。HPLC、特に ODS 等の逆相カラムを用いることで非極
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性固定相と極性移動相の界面において試料の分配が起こり、log P を強く反映した結果が得られる
22。リファレンス試薬として、dichloromethane (log P: 1.25)、toluen (log P: 2.69)、p-xylene (log P: 3.12)
を用いた。Acetonitrile を用いて、それぞれ 1%溶液を調製し、被験物質である 10 μg/mL PTX 溶液
と共に、各 20 μL を流速 1.0 mL/min でカラムに注入した。カラムは、CAPCELL PAK C18 UG120 (5 
μm, 4.6 mmI.D. × 250 mm)を、HPLC装置 Elite LaChromに装着して用いた。移動相は 60% acetonitrile
のイソクラティック溶出とし、カラムオーブンは 33-49℃に変化させ、吸光度 210 nm にて検出し
た。その結果、横軸に温度、縦軸に容量因子 k の変化率をプロットして、Fig. 4-14 に示した。こ
こで、容量因子とは Eq. 4-2 で定義される、HPLC の相対的な溶出時間である 22。 
 
 k = (tr－t0) / t0  (Eq. 4-2) 
 
このとき、trは試料の溶出時間、t0はいわゆる dead-volume で溶媒の溶出時間であり、通常はこの
容量因子 k と既知の試薬の log P から検量線を作成し、被験物質の log P を算出する。容量因子 k
の値が小さいほど、対象物質の溶出時間が早い、つまり水相により分配されることを意味する。
しかしながら、本研究のように温度を変化させた系においては、リファレンス試薬の log P も変
わってしまうため、正確な予測・算出が出来ないと考えられた。そこで、Fig. 4-14 に示したよう
に、33℃条件における各試薬の容量因子 k を基準として、温度を上昇させた際のその変化の割合
を比較した。その結果、PTX 以外の試薬はすべて同等の温度依存性を示したが、PTX は温度が上
昇しても容量因子 k の減少が緩やかで、水相に分配される割合が他の試薬よりも低いことが示唆
された。言い換えれば、リファレンス試薬の容量因子 k が、温度上昇と共に一様に減少している
ので、PTX の log P は相対的には増大しているとも言うことができ、本研究における PTX と PCL
の吸着相互作用の温度依存性を反映した結果であると考えられた。 
 
 
 
Fig. 4-14 Change in capacity factor “k” of each reagent at various temperatures 
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4.2.6.3. カルボプラチン (CBDCA)の測定結果 
 
MNPs も温熱刺激も加えないフィルムと比較して、温熱刺激下では有意差なしのほぼ同等の溶
出を示したが、MNPs 添加フィルムからの溶出は極めて減少した。MNPs 内包および温熱刺激で、
放出は増大すると予想していたため、本事象の要因となっている相互作用に関しても、次章で詳
細に検証する。 
 
● CBDCA のみ 
● CBDCA + MNPs 
● CBDCA + 温熱刺激 
● CBDCA + MNPs + 温熱刺激 
 
 
Fig. 4-15 Release profile of CBDCA with or without MNPs loading at 37℃ or 45℃ 
 
 
 
 4.2.6.4. MNPs 添加により CBDCA の溶出が減少する事象について 
 
  4.2.6.4.1. 再現実験 
 
Fig. 4-15の結果から、MNPsが内包された条件でのCBDCAの溶出が極端に減少する状況から判
断して、CBDCA と MNPs との相互作用である可能性が疑われた。まずは本現象を再現して検証
するために、Fig. 4-16 に示したようなシンプルな系を構築した。その理由として、フィルム内に
は PCL の他、未反応の benzoyl peroxide なども残存していると考えられ、起こり得る相互作用を
検証するためには、それらを含まないシンプルな系で行う必要があったためである。 
1.5 mL マイクロテストチューブに MNPs 5 mg、DMF 100 μL、1 mg/mL の CBDCA または PTX 50 
μL を添加して混合し、フィルム合成時と同じ 80℃で 3 hr 反応させた。上清の薬剤濃度を、セク
ション 3.4.1.2.で述べた HPLC 法で測定した。コントロールとして、MNPs を添加しない以外は同
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様に調製した反応上清も用いた。その結果、MNPs 存在下での CBDCA の上清が顕著に減少して
おり、何らかの相互作用が起こっていることが改めて示唆された (Fig. 4-17)。 
 
 
Fig. 4-16 Schematic illustration of protocol of reproduction test to evaluate the interaction 
between MNPs and CBDCA 
 
 
 
 
Fig. 4-17 The amount of drug in supernatant with or without MNPs loading 
 
 
 
  4.2.6.4.2. フーリエ変換赤外分光法 (FT-IR) 
 
 MNPs と CBDCA との間に働く相互作用を検証するため、セクション 4.2.6.4.1.と同様に調製し
た反応上清を蒸発乾固し、KBr 錠剤法を用いた FT-IR で分析した。コントロールとして、MNPs
を添加しない以外は同様に調製した反応上清も用いた。Fig. 4-18 に測定全波数領域 (500-4000 
cm
-1
)の結果を示し、また、高波数領域は水素結合によるブロード化のため解析難であることから、
Fig. 4-18 図中の緑枠エリア (800-2000 cm-1)の拡大図を Fig. 4-19 に示した。加えて文献 No. 24-26
により、各ピークの帰属を Fig. 4-19 の図中に示した 24-26。 
 基本的にこの実験系で検出されるのは CBDCA 由来のピークと考えられるが、反応上清を蒸発
乾固しているため、揮発性の DMF 由来のピークが観察されるとすれば、DMF による何らかの相
互作用も示唆されることになる。それらを踏まえ Fig. 4-19 の結果を観察すると、MNPs 添加条件
の試料において、1714 cm-1および 1223 cm-1に顕著なピークの出現が認められ、それぞれカルボ
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ン酸由来 C=O 伸縮振動、および C-N アミドⅢバンドに帰属すると考えられた。この状況におい
てカルボン酸が出現したとなれば、Fig. 3-4 で示した CBDCA の分子構造のうち、いわゆる脱離基
と呼ばれる 1,1-cyclobutane dicarboxylic acid が分解、脱離している可能性が示唆され、また、アミ
ドは DMF 由来と考えるのが妥当と思われた。本考察を検証するため、次セクションにて更なる
分析を加える。 
 
 
Fig. 4-18 FT-IR analysis of CBDCA with or without MNPs loading 
 
 
Fig. 4-19 FT-IR analysis of CBDCA (enlarged green frame in Fig. 4-18)
24-26
 
 
 
 
  4.2.6.4.3. 相互作用メカニズムの検証 
 
 前セクション 4.2.6.4.2.において、MNPs と CBDCA の相互作用の結果、CBDCA の分解が示唆さ
れた。しかしながら、まだ実験系にカルボン酸の存在が示唆されただけに過ぎないため、更なる
検証を加えることにより、本仮説の裏付けを行った。 
 セクション 4.2.6.4.1.と同様に調製した反応上清を、HPLC を用いて精密分析を行った。ただし、
反応温度 80℃、3 hr のところを 4℃、37℃、50℃、80℃と変化させて試料調製した (反応時間は
変更なし)。HPLC 条件は、Kato らの白金化合物分析プロトコールに従い、以下のように行った 27。
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カラムは、CAPCELL PAK C18 UG120 (5 μm, 4.6 mmI.D. × 250 mm)を、HPLC 装置 Elite LaChrom に
装着して用いた。移動相は、100 mM sodium perchlorate / acetonitrile / 100 mM perchloric acid = 290 : 
10 : 3 (v/v/v)を用いたイソクラティック溶出とし、上述の反応上清 20 μL を流速 1.0 mL/min で注
入した。カラムオーブンは 37℃に維持し、吸光度 225 nm にて検出した。 
 Fig. 4-20 にそのクロマトグラムを示した。溶出時間約 2.7 min および 4.2 min に温度依存性を示
すピークが検出された。溶出時間約 4.5 min 以降の振り切れている大きなピークは、DMF 由来の
ものである。また、CBDCA のリファレンス試料の結果より、溶出時間 4.2 min が CBDCA を示し、
2.7 min は Kato らの報告によれば None-chloro form cisplatin (NCFC)に相当する 27。NCFC とは、Fig. 
4-22 に示したように、シスプラチンの Cl が溶媒による分解のために 2 つとも脱離して生成した
物質で (本研究では水ではなく DMF が配位子になっていると考えられる)、本分析条件を用いれ
ば、カチオン化した NCFC が移動相中の perchlorate とイオンペアを形成して電荷が相殺された形
となり、固定相との疎水相互作用が引き起こされる 28。しかしながら、Kato らによれば、固定相
が ODS の場合はこの相互作用が起きにくく、NCFC は ODS カラムを flow through して void 分画
に検出される 27。一方で CBDCA は、1,1-cyclobutane dicarboxylic acid が示す疎水性相互作用によ
り分離･保持され、溶出時間 4.2 min に検出されたと考えられる。この NCFC は、CBDCA の分解
物、つまり、1,1-cyclobutane dicarboxylic acid が脱離して生じる物質の構造に等しく、また、Fig. 4-21
より、2.7 min のピークと 4.2 min のピークの存在割合は、互いに反比例するように、温度依存的
に変化していることからも、CBDCA が MNPs との相互作用により分解されている可能性が示唆
された。 
 
Fig. 4-20 Chromatographic analysis of the interaction between MNPs and CBDCA at various temperatures 
 
 
Fig. 4-21 Change in peak area of CBDCA and NCFC in the chromatogram shown in Fig. 4-20 
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                Cisplatin                       None-chloro form cisplatin (NCFC) 
 
Fig. 4-22 Schematic illustration of cisplatin hydrolysis 
 
 
 以上を踏まえ、CBDCA と MNPs の相互作用反応機構は、Fig. 4-23 で示したように、MNPs の
活性化した酸化鉄表面が CBDCA を順次攻撃し、分解が進行していくのではないかと考えられた
13,29。反応上清中にカルボン酸が検出されたことから、Fig. 4-23 の分解機構において、この反応の
トリガーとなるのは、MNPs の表面水酸基がエステルのカルボニル炭素を攻撃する求核アシル置
換反応ではなく、CBDCA の Pt (Ⅱ)を攻撃する SN2 反応であると考えられた。また、片方の脱離
基が外れた CBDCA は非常に不安定となるため、脱離反応はさらに進行していき、最終的には
1,1-cyclobutane dicarboxylic acid が完全に脱離するものと考えられる。CBDCA やシスプラチンな
どの白金製剤の脱離基は、薬剤が腫瘍細胞の膜内に浸透するための重要な役割を果たしている 30。
それゆえ、抗腫瘍効果を十分に発揮するためには、脱離基は腫瘍細胞内で解離する必要があるた
め、材料中の MNPs と相互作用してしまうことは避けなければならない。これを回避または改善
する方法はいくつか考えられるが、次のセクションでまとめる。 
 
Fig. 4-23 Schematic illustration of the interaction between MNPs and CBDCA 
 
 
 
 
4.3. 第 4 章のまとめ 
 
 以上、第 4 章で得られた知見を以下にまとめた。 
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Table 4-5 Summary of Chapter 4 
 
 
・PTX および CBDCA を内包した、MNPs－PCL 複合化フィルムを合成した。 
・温熱刺激下 (45℃)で、PTX－PCL 吸着相互作用が観察された。 
・PTX の分配係数の温度依存性が低く、水相へ分配しにくいことが示唆された。 
・MNPs－CBDCA 相互作用が観察された。 
・MNPs 表面の水酸基が CBDCA を分解する可能性が示唆された。 
 
 
 
4.4. 効果的な材料設計への提言 
 
 本研究において得られた知見から、効果的な材料設計への提言をまとめた。 
 
  Table 4-6 Proposal for effective material design 
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4.5. 敢えて One-pot 型にしないという選択肢 
 
 上記提言中に示されたように、薬剤－材料間の相互作用を避けるために、敢えて One-pot 型に
しないという選択肢も考えられる。これは具体的にはどういうことなのか、以下に説明し実証す
る。 
これまで、薬剤、MNPs、ポリマーを One-pot 型にすることで、温熱療法と化学療法を同時に作
用させることを実現してきたが、CBDCA のような白金製剤が機能せず、それが MNPs との相互
作用が原因であると明らかになってきたことから、Fig. 4-24 で示したように、MNPs を内包する
温熱療法用フィルムと、MNPs を内包しない化学療法用フィルムとに分けて使用することを提案
するものである。分けて使用するとは、腫瘍細胞に対して並べて貼る、重ねて貼る、挟むなどを
意味する。 
 
 
 
Fig. 4-24 New concept to separate materials for chemotherapy and hyperthermia 
 
 Fig. 4-24 のように、One-pot 型にしないという New concept を採用することで、CBDCA の薬物
放出が改善するか検証した。Fig. 4-25 左図のように、 
 
・CBDCA を内包せず MNPs を内包するフィルム (No. 2) 
・CBDCA を内包し MNPs を内包しないフィルム (No. 5) 
 
の 2 枚のフィルムを New concept として共存させ、 
 
・CBDCA を内包し MNPs も内包するフィルム (No. 6) 
 
を従来の One-pot 型として用いた。In vitro 薬物放出試験を行い、45℃、24 hr における上清中の
CBDCA 濃度を、HPLC 法で検出した。その結果を Fig. 4-25 右図に示したが、New concept として、
温熱療法用フィルムと化学療法用フィルムを分けて使用することで、CBDCA の溶出を改善でき
ることが示された。 
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Fig. 4-25 Release profile of CBDCA by separating chemotherapy and hyperthermia 
 
 
 
4.6. 参考文献 
 
1 井藤彰; 本多裕之; 小林猛，パーティクルと DDS リポソームを用いた腫瘍への薬剤ター
ゲティング．Drug Delivery System 2002, 17, 347-354. 
 
2 がんの補完代替療法 クリニカル・エビデンス 2016 年版，金原出版． 
 
3 Kim, Y. J.; Ebara, M.; Aoyagi, T., A smart hyperthermia nanofiber with switchable drug release 
for inducing cancer apoptosis. Advanced Functional Materials 2013, 23, 5753-5761. 
 
4 川畑幸嗣，がん温熱療法．ドクターサロン 2015, 59, 39-43. 
 
5 特許流通支援チャート 化学 28 ドラッグデリバリーシステム，工業所有権情報・研修館． 
 
6 中山正道，温度応答性薬物キャリア ダブルターゲティング: 薬物と医療機器テクノロジ
ーの融合．Drug Delivery System 2010, 25, 483-492. 
 
7 異島優; 丸山徹; 石田竜弘; 小田切優樹，内因性アルブミン輸送システムを利用した腫瘍
選択的 NO 供与による EPR 効果の制御．Drug Delivery System 2018, 33, 130-138. 
 
8 Matsumura, Y.; Maeda, H., A new concept for macromolecular therapeutics in cancer 
chemotherapy: mechanism of tumoritropic accumulation of proteins and the antitumor agent 
smancs. Cancer Research 1986, 46, 6387-6392. 
85 
 
 
9 Caracciolo, G., Clinically approved liposomal nanomedicines: lessons learned from the 
biomolecular corona. Nanoscale 2018, 10, 4167-4172. 
 
10 Uto, K.; Yamamoto, K.; Hirase, S.; Aoyagi, T., Temperature-responsive cross-linked 
poly(ε-caprolactone) membrane that functions near body temperature. Journal of Controlled 
Release 2006, 110, 408-413. 
 
11 Niiyama, E.; Uto, K.; Lee, C. M.; Sakura, K.; Ebara, M., Alternating magnetic field-triggered 
switchable nanofiber mesh for cancer thermo-chemotherapy. Polymers 2018, 10, Article ID 1018. 
 
12 北川隆啓，分離精製用磁性粒子．三洋化成ニュース 2016, 494, 1-4. 
 
13 渡辺春夫，磁性粉体の表面化学．岩手表面技術懇話会 第 9 回表面技術セミナー 1993. 
 
14 田村紘基; 大喜多鋼冶; 片山則昭; 古市隆三郎，酸化鉄(Ⅲ)粒子表面への二価重金属イオ
ン吸着反応のモデル化．分析化学 1994, 43, 831-836. 
 
15 ブリストル・マイヤーズ スクイブ株式会社，タキソール®注射液 インタビューフォーム． 
 
16 Uto, K.; Yamamoto, K.; Hirase, S.; Aoyagi, T., Temperature-responsive cross-linked 
poly(ε-caprolactone) membrane that functions near body temperature. Journal of Controlled 
Release 2006, 110, 408-413. 
 
17 Uto, K.; Aoyagi, T.; DeForest, C. A.; Ebara, M., Dynamic alterations of hepatocellular function 
by on-demand elasticity and roughness modulation. Biomaterials Science 2018, 6, 1002-1006. 
 
18 藤森裕基; 小國正晴，過冷却液体におけるスローダイナミクスの熱的特性化．Netsu 
Sokutei 1996, 23, 60-69. 
 
19 田村珠美; 金澤幸雄; 中野修，ゴム材料の寿命評価技術．東芝レビュー 2015, 70, 40-43. 
 
20 藤原英明，新しい疎水性パラメータ．生産と技術 1993, 45, 72-74. 
 
21 横田勇，分配係数の理論的予測法．水質汚濁研究 1989, 12, 250-257. 
 
22 Partition coefficient (n-octanol/water), high performance liquid chromatography (HPLC) method. 
OECD Guideline for testing of chemicals 117. 
 
23 木曽祥秋; 平野智己; Jung, Y. J., 簡易な log P 測定法による高疎水性有機化合物の log P値
の評価．EICA 2008, 13, 69-72. 
 
24  Iliescu, R. I.; Andronescu, E.; Ghitulica, C. D.; Berger, D.; Ficai, A., Montmorillonite-alginate 
nanocomposite beads as drug carrier for oral administration of carboplatin – preparation and 
86 
 
characterization. UPB Scientific Bulletin Series B 2011, 73, 3-16. 
 
25 森戸延行; 末高治; 下平三郎，MgO へのジメチルホルムアミドおよびジメチルスルホキ
 シドの吸着．材料 1970, 19, 597-602. 
 
26 IR Spectrum Table & Chart. Sigma-Aldrich web site,  
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/ir-spectrum-table.html 
 
27 Kato, R.; Sato, T.; Kanamori, M.; Miyake, M.; Fujimoto, A.; Ogawa, K.; Kobata, D.; 
 Fujikawa,T.; Wada, Y.; Mitsuishi, R.; Takahashi, K.; Imano, H.; Ijiri, Y.; Mino, Y.; Chikuma, M.; 
 Tanaka, K.; Hayashi, T., A novel analytical method of cisplatin using the HPLC with a 
 naphthylethyl group bonded with silica gel (πNAP) column. Biological and Pharmaceutical 
 Bulletin 2017, 40, 290-296.  
 
28 岩切進; 浅川直樹; 宮川剛; 三宅康夫，蛋白の高速液体クロマトグラフィー（第 6 報）逆
 相高速液体クロマトグラフィーによるマッコウクジラ及びウマのミオグロビンの分離．
 薬学雑誌 1986, 106, 265-267. 
 
29 ブリストル・マイヤーズ スクイブ株式会社，パラプラチン® 注射液インタビューフォー
 ム． 
 
30 千熊正彦; 佐藤卓史; 米田誠治，次世代白金抗がん薬開発の現状．YAKUGAKU ZASSHI 
2008, 128, 307-316. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
87 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 5 章 
 
結 言
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 本論文では、将来的なコンビネーション化学療法を見据え、医療材料の複合化や多剤内包によ
り起こり得る相互作用に着目した。無機材料、有機材料、無機－有機複合材料のカテゴリーに分
け、それぞれにおける薬物放出や相互作用を検証し、効果的な材料設計への提案を行うことを目
的とした。 
第 1 章では、本学位研究の動機となった多剤併用療法およびコンビネーションプロダクトに関
する背景を示した。材料間の複合体もしくは多剤内包することで起こり得る相互作用も複雑にな
ると予想され、本研究の意義と目的を示した。 
第 2章では、無機材料を用いた薬物放出として、リン酸カルシウム骨ペースト (CPC)を用いた
薬物放出特性を検証した。CPC の場合は気孔径の影響が極めて大きいことから、専用液剤に対す
る薬剤の溶解性や、薬剤分子の大きさと気孔径との大小関係などを慎重にモニターする必要性が
示された。また、原料粉体の粒径を制御することで気孔径をアレンジすることが可能であり、例
えば原料粉体の粒径を大きく調製すれば薬物放出を加速できるなど、薬物放出を能動的にコント
ロールできるようになると考えられた。 
一方で、医療材料は CPC のような無機材料の他にもポリマーや金属など様々あり、材料が変わ
ればまた違った相互作用も現れると予想された。特に将来的に CPC との複合化による相乗効果を
期待した場合、ポリマー材料は他の素材よりも設計および成形などが容易であると推測され、そ
の薬物放出挙動を検証することは非常に興味深いと考えられた。しかしながら、既存のポリメチ
ルメタクリレート系セメント材料の薬物放出は極めて低く、硬化後の加工性や操作性は乏しかっ
た。ポリマー材料には原則気孔という概念が存在せず、一般的にはその非晶相からの染み出しと
いう、CPC とはまったく異なった薬物放出機構を持つことから、ポリマー材料を用いて薬物放出
を制御する系においては、結晶性のアレンジや、温度などそのトリガーとなる刺激種、さらには
生体に影響のない環境下で実施できるか考慮する必要があった。また、そこに薬剤を内包させる
ことで起こり得る相互作用も考慮する必要があり、これらを検証していくことは、将来的なコン
ビネーション化学療法を実現していく上で、極めて有意義であると考えられた。 
 第 3 章では、有機材料を用いた薬物放出としてパクリタキセル (PTX)およびカルボプラチン 
(CBDCA)を内包したポリカプロラクトン (PCL)フィルムを合成し、その物性評価を行った。生体
内温度付近の約 40℃で結晶－非晶相転移を示し、それに伴い薬物放出を加速させるポテンシャル
を有するスマートフィルムの作製に成功した。In vitro 薬物放出試験の結果、2 剤内包 PCL フィル
ムの結晶性が低下し、薬物放出を増大するポテンシャルも観察された。 
 第 4 章では、無機－有機複合材料を用いた薬物放出として、磁性ナノ粒子 (MNPs)－PCL 複合
フィルムを合成した。In vitro 薬物放出試験の結果、PTX は温度依存的に PCL フィルムに吸着す
ることを確認し、温熱刺激との共存は避けるべきとの提言を行った。また CBDCA は、MNPs と
の反応で分解する可能性が示唆された。しかしながら、MNPs との共存を避ける、つまり温熱療
法用フィルムと化学療法用フィルムを分けて作製することや、薬剤はフィルム合成後に内包させ
るといった対策を提言することができた。 
 近年、特にがん治療では、抗がん剤が単独で投与されることは少なく、多剤併用療法が一般化
しており、医療材料との併用においてもこの傾向は加速されていくものと考えられる。CPC など
の無機材料では、気孔構造の変化により薬物放出が制限される場合もあり、将来的にスマートポ
リマーとの複合化の可能性も考えられ、その必要性に遭遇したとき、物質の相互作用の考え方、
現象を正しく見る目など、本学位研究で得た経験を活かしていきたいと考えている。 
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